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Résumé
Dans les stratégies d’immunothérapie ciblant les antigènes tumoraux (AT), les
lymphocytes T CD4 jouent un rôle important dans la réponse anti-tumorale
dépendante des lymphocytes T CD8. L’activation de lymphocytes T CD$, via les
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I, et de
lymphocytes T CD4, via les molécules du CMH de classe II, peut amplifier cette
réponse. Normalement, les CMH de classe I présentent des protéines endogènes alors
que les CMH de classe II présentent des protéines exogènes. Gp100, un antigène du
mélanome, peut être présenté autant par les molécules du CMH de classe I que de
classe II lorsqu’il est exprimé de façon endogène, suggérant qu’il peut atteindre les
compartiments du CMH de classe II (MIIC).
Nous avons démontré que la séquence signal et les 70 derniers résidus en
carboxy-terminal de gplOO étaient essentiels pour la mobilisation vers les MIIC et la
présentation par les molécules du CMH de classe II. Ces séquences ont ensuite été
caractérisées par la délétion de différentes sections en carboxy-terminal (positions
590 à 661). Leur transfection dans des cellules 293T, exprimant des molécules du
CMH de classe I et de classe II, a révélé une diminution de la présentation par CMH
de classe Il pour certaines délétions, sans affecter la présentation par CMH de classe
I. Finalement, nous avons utilisé ces séquences pour mobiliser la Protéine
Fluorescente Verte (GFP) vers les endosomes, et pour permettre la présentation d’un
épitope endogène par les molécules du CMH de classe I et de classe II.
Nous confirmons que ces séquences sont des motifs de mobilisation vers les
MIIC. Conséquemment, ils pourront être inclus dans des cassettes d’expression
d’antigènes tumoraux ou viraux pour permettre leur présentation par les molécules du
CMH de classe I et de classe II et optimiser les réponses des lymphocytes T in vivo,
ou être utiliser comme un outil in vitro pour facilité la caractérisation de nouveaux
épitopes de classe II.
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Summ ary
In tumor irnmunotherapy strategy, targeting tumor antigens (TA), CD4 T
lymphocytes play an important rote in CD8 T cetl-mediated respon
ses against
tumors. Activation ofboth CD8 T ceÏÏs by major histocompatibility complex (MHC)
class I and CD4 T ceils by MMC class II couÏd ampÏify this response. Normatly,
MHC class I present endogenous proteins, while MMC class lI presen
t exogenous
proteins. Interestingly, gplOO, a melanoma antigen, can be presented by
both MHC
class I and class II when expressed endogenously, suggesting that it
can reach
endosomal/MHC class II cornpartments (MIIC).
We dernonstrated that the gplOO signal sequence and the last 70 resid
ues in
carboxy-terminus are essential for MIIC localization and MMC class II pr
esentation.
These sequences were characterized by deleting different sections in the
carboxy
terminus (residues 590 to 661). Transfection in 293T ceils, expressing MMC class I
and class II molecules, revealed a decreased MMC class II presentatio
n for specific
deletions in carboxy-terminus, without effects on MHC class I presen
tation. Finally,
we used these gplOO-targeting sequences to mobilize green fluorescent pro
tein (GFP)
to endosomal compartrnents, and to allow MMC class II and class I
presentation of
minimal endogenous epitopes.
We conclude that these specific sequences are MIIC-targeting
motifs.
Consequently, they could be included in expression cassettes for
endogenously
expressed tumor or viral antigens to prornote MMC class II and class
I presentation
and optimize in vivo T celi responses, or as an in vitro tool for ch
aracterization of
new MMC class II epitopes.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION
1.1 Immunothérapie tumorale
1.1.1 Défis du cancer
Pour 2005, on prévoit qu’environ 150 000 nouveaux cas de cancer seront
diagnostiqués et que près de 70 000 décès seront dû au cancer (Société canadienne du
cancer, 2005). De plus, on estime qu’environ 40% des canadiens seront un jour
atteints du cancer, qui sera aussi la cause du quart des décès au Canada. Jusqu’à
maintenant, les traitements conventionnels contre le cancer étaient la chirurgie, la
chimiothérapie et la radiothérapie. Toutefois, malgré le fait que ces traitements
contribuent à sauver plusieurs vies, le nombre de cas diagnostiqué chaque année ne
cesse d’augmenter. Et, puisque la chimiothérapie et la radiothérapie ne sont pas des
traitements spécifiques aux cellules tumorales, leur action atteint aussi certaines
cellules normales saines pouvant parfois entraîner une morbidité importante chez les
patients. De cette réalité découle donc le besoin de développer de nouveaux
traitements contre le cancer, tel que l’immunothérapie tumorale.
1.1.2 Immunothérapie tumorale
Le principe de l’immunothérapie tumorale est essentiellement axé sur la
stimulation du système immunitaire, pour cibler spécifiquement les cellules tumorales
afin de les éliminer. Par rapport aux autres traitements déjà existants,
l’immunothérapie tumorale a comme principal avantage de permettre une action
spécifique contre les cellules tumorales, en causant le moins de dommage possible
aux tissus normaux. De plus, cette réponse immunitaire peut aussi entraîner une
réponse mémoire pouvant contribuer à réduire les risques de récidive. Par contre, il
reste encore beaucoup de chemin à faire afin que l’immunothérapie tumorale
devienne un traitement plus efficace et accessible.
21.1.3 Historique de l’immunothérapie tumorale
1.1.3.1 Stimulation du système immunitaire
L’intérêt porté sur la stimulation du système immunit
aire pour traiter le cancer
a débuté il y a plus de 100 ans. Vers la fin du
19e siècle, le Dr William Coley a utilisé
la réponse inflammatoire aux bactéries comme for
me d’immunothérapie (Coley,
1991). Par cette activation non spécifique du système immunitaire,
il espérait créer un
ciblage vers les cellules tumorales pour ainsi mener à
leur élimination par les cellules
du système immunitaire. Par la suite, d’autres app
roches utilisant les réponses
immunitaires engendrées par des bactéries, ou des
produits bactériens, ont été
développées. Dans certaines circonstances, la réponse i
nflammatoire ainsi engendrée
s’est aussi avérée anti-tumorale (Meyer et al., 2002).
D’un point de vue immunologique, les cellul
es tumorales peuvent être
considérées comme des cellules du soi modifiées ay
ant échappé aux mécanismes de
contrôle du système immunitaire. Elles sont donc peu
immunogéniques, c’est-à-dire
qu’elles sont faiblement reconnues par le système im
munitaire pour être éliminées de
façon spontanée. D’où l’intérêt de l’immunothérapie t
umorale basé sur la stimulation
du système immunitaire pour augmenter la répons
e anti-tumorale.
D’ailleurs, au cours des dernières décennies,
il a été démontré que
l’immunothérapie tumorale pouvait mener à une rég
ression significative des tumeurs
chez des patients porteurs de tumeurs volumine
uses et disséminées (Rosenberg,
2001). Les exemples les plus évidents ont d’abord été observé
s lors d’études chez des
patients atteints de mélanomes ou de cancers
rénaux métastatiques traités par
injection d’interleukine (IL)-2 (Rosenberg et al., 1985). Une adm
inistration de fortes
doses d’IL-2 a pu générer une réponse dans 15-20%
des cas de mélanomes traités.
Chez environs le tiers des patients ayant répondu
, le traitement a été suivi par la
disparition complète et durable de la tumeur (Rosenberg, 19
98). L’IL-2 étant un
facteur d’activation des lymphocytes T, l’effet ant
i-tumoral observé est donc obtenu
3suite à une stimulation non spécifique des lymphocytes T du système immunitaire,
démontrant ainsi l’importance du rôle des lymphocytes T dans l’immunité anti-
tumorale.
1.1.3.2 Lymphocytes T activés
L’étude des lymphocytes a permis d’établir différentes façons d’activer des
lymphocytes T anti-tumoraux, in vitro, soit en les co-cultivant en présence de cellules
tumorales (Wagner and RolÏinghoff, 1973), ou en présence d’IL-2 (Ting and Yang,
1982) ou d’autres facteurs de croissance de lymphocytes T (Eberlein et al., 1982;
Rosenberg et al., 1982). Ces études ont également permis de confirmer que les
lymphocytes T activés pouvaient entraîner une destruction des cellules tumorales plus
efficacement que des lymphocytes T non activés. Cependant, l’activation d’une
grande quantité de lymphocytes T anti-tumoraux peut parfois être difficile à obtenir
par ces procédés.
1.1.3.2.1 Cellules LAK
Une population de cellules lymphoïdes activées ayant la capacité de tuer des
cellules tumorales, générée en présence de hautes concentrations d’IL-2, a été
identifiée par le groupe du Dr Steven Rosenberg (Grimm et al., 1982; Rosenberg,
1984). Appelées cellules LAK (Ïyïnphokine-activated kitier), elles étaient
typiquement constituées à plus de 90% de cellules NK (natztral kiÏÏer) activées. Les
cellules NK sont surtout associées à l’immunité innée, c’est-à-dire qu’elles n’ont pas
besoin d’avoir de spécificité pour reconnaître et tuer les cellules tumorales. Elles
possèdent plusieurs récepteurs à leur surface, qui régulent leurs réponses aux signaux
avoisinants (Colucci et al., 2002). Puisque de grandes quantités de cellules LAK
pouvaient être générées in vitro et qu’elles semblaient être réactives contre un
e
grande variété de tumeurs, leur efficacité en immunothérapie tumorale a été évalué
e
lors de plusieurs essais cliniques (Jacobs et al., 1986; Rosenberg et al., 1986). Dans
ces études, les cellules lymphoïdes du sang périphérique, prélevées chez des p
atients
4présentant divers cancers métastatiques avancés, étaient acti
vées in vitro avec de l’IL
2 pour générer des cellules LAK. Ces cellules activées éta
ient ensuite réinjectées aux
patients en association avec de hautes doses d’IL-2. Lors
d’un essai portant sur 25
patients, une régression tumorale a pu être observée chez 11
patients (Rosenberg et
aL, 1985). Par la suite, un essai plus étendu sur 157 patients, dont 10
$ d’entre eux
avaient reçu le traitement à base de cellules LAK, s’est tra
duit par une régression
complète chez $ patients, une réponse partielle chez 15 patients e
t une réponse
mineure chez 10 patients (Rosenberg et al., 1987). Toutefois, cette a
pproche a été
abandonnée vu la présence de nombreux effets secondaires
indésirables dus à la dose
élevée d’IL-2 nécessaire à l’activité des cellules LAK. De
plus, la réponse anti-
tumorale attribuable aux cellules LAK était difficilement
différentiable de celle
attribuable à l’effet de hautes doses d’IL-2 seules, ce qu
i mettait en doute leur
efficacité réelle.
1.1.3.2.2 Lymphocytes T infiltrant les tumeurs
L’identification d’une population de lymphocytes T anti-tu
moraux spécifiques
infiltrant les tumeurs (TIL), a aussi beaucoup contribué à l’ava
ncement des
recherches sur l’immunologie du cancer (Svennevig et al., 1979;
Svennevig and
Svaar, 1979). Certaines études sur des populations de TIL provena
nt de différents
cancers, dont le mélanome, ont mis en évidence des activité
s cytotoxiques spécifiques
contre les cellules tumorales (Hoshino et al., 1997; Chaperot et al., 1999
; Benlalam et
aI., 2001). Les TIL spécifiques peuvent être activés in vitro et être
réinjectés aux
patients en association avec des perfusions continues d’IL-
2. Lors d’un essai clinique,
une régression partielle des carcinomes à cellules rénales
et des mélanomes malins a
pu être observée chez 29% et 23% des patients, respectiv
ement (Kradin et al., 1989).
1.1.3.3 Antigènes tumoraux
Plus récemment, la découverte des mécanismes pe
rmettant au système
immunitaire de reconnaître et détruire les cellules tumo
rales ont mené vers une ère
5nouvelle en immunothérapie tumorale. D’abord, il y a eu la description d’antigènes
exprimés sur les cellules tumorales, les antigènes tumoraux (AT), qui peuvent être
reconnus et ciblés par les lymphocytes T spécifiques. Il y a ensuite eu la
caractérisation du récepteur des lymphocytes T (TCR) (Zinkemagel and Doherty,
1979) capable de reconnaître spécifiquement un antigène présenté par une molécule
particulière du complexe majeur d’histocornpatibilité (CMH), exprimée par les
cellules tumorales ou les cellules présentatrices d’antigènes (CPA).
Plusieurs études ont d’ailleurs démontré que l’immunisation contre un AT
spécifique pouvait mener à une régression tumorale chez certains patients. Par
exemple, une régression tumorale a été observée chez 42% des patients, avec un
mélanome métastatique, immunisés avec un épitope de classe I dérivé de l’antigène
du mélanome gplOO, ainsi que de fortes doses d’IL-2 (Rosenberg et al., 199$). De
plus, une réponse complète a été obtenue chez 13% des patients immunisés avec des
cellules dendritiques chargées avec des antigènes du mélanome (Nestle et al., 199$).
Bien que les principes de l’immunothérapie dirigée contre des AT aient été
démontrés, le défi consiste maintenant à augmenter la proportion de patients qui
répondent aux traitements de même que la durée de la réponse anti-tumorale. De plus,
les différentes études cliniques ne semblent pas toujours démontrer de corrélation
entre l’activité cytotoxique des lymphocytes T et les réponses cliniques observées
chez les patients.
1.2 Présentation antigénique
1.2.1 Récepteur des lymphocytes T
Le TCR est une protéine transmembranaire composée d’une chaîne Œ et d’une
chaîne f3. Il est associé à un complexe de transduction du signal composé de plusieurs
protéines, dont le CD3 (Hedrick et al., 1984). Chacune des chaînes du TCR est
constituée d’un domaine constant et d’un domaine variable résultant du
6réarrangement de plusieurs segments géniques (Oltz, 2001; Michie and Zuniga
Pflucker, 2002). Le domaine variable de la chaîne Œ est constitué d’un segment V et
d’un segment J, alors que celui de la chaîne 13 est constitué d’un segment V, d’un
segment D et d’un segment J. Le domaine variable contribue à l’importante diversité
du TCR, et donne la spécificité caractéristique de chaque lymphocyte T (Nikolich
Zugich et al., 2004).
Bien que seul le complexe TCRJCD3 soit nécessaire à la reconnaissance
spécifique de l’antigène présenté par les molécules du CMH, les molécules
transmembranaires CD4 et CD8 jouent aussi un rôle accessoire important dans la
reconnaissance de l’antigène et l’activation des lymphocytes T. De plus, la
reconnaissance de l’antigène par le TCR n’est pas suffisante pour l’activation des
lymphocytes T naïfs. En effet, la présentation de l’antigène par les molécules du
CMH, doit être suivie d’un signal de co-stimulation via le TCR par la cellule
présentatrice, résultant en l’augmentation de l’expression de plusieurs cytokines et de
récepteurs de cytokines par les lymphocytes T activés (Weaver and Unanue, 1990;
Linsley et al., 1991).
1.2.2 Molécules du CMH
Pour être reconnus par les lymphocytes T, les antigènes doivent être présentés
à la surface des cellules sous forme de peptides associés aux molécules du CMH. Il
existe différents types de molécules du CMH, dont les molécules du CMH de classe I
et les molécules du CMH de classe II, et 6 différents sous-types chez l’humain
HLA-A, HLA-B et HLA-C pour la classe I ; HLA-DP, HLA-DQ et HLA-DR pour la
classe II (Beck and Trowsdale, 2000). De plus, chacun de ces sous-types est très
polymorphique, c’est-à-dire que de nombreuses formes alternatives du gène, ou
allèles, existent au niveau de chaque locus. Pour les molécules du CMH de classe I, il
existe près de 350 différents allèles codants pour HLA-A, plus de 600, pour HLA-B
et près de 200, pour HLA-C. Pour les molécules du CMH de classe II, il existe plus
7d’une centaine d’allèles pour HLA-DP, un peu moins pour HLA-DQ et près de 500
allèles pour HLA-DR (Marsh et al., 2005).
Le principal rôle de ces molécules est de présenter des peptides aux
lymphocytes T (voir figure 1). Les molécules du CMH de classe I, généralement
exprimées par la plupart des cellules nucléées, présentent des antigènes endogènes
apprêtés par la voie cytosolique et induisent une réponse cellulaire impliquant les
lymphocytes T CD$. À l’opposé, les molécules du CMH de classe II, principalement
exprimées par les CPA, présentent des antigènes exogènes apprêtés par la voie
endocytaire et induisent une réponse humorale impliquant les lymphocytes T CD4 et
les lymphocytes B, producteurs d’anticorps. Les lymphocytes T CD4 peuvent aussi
avoir un effet d’aide sur les autres cellules effectrices, dont les lymphocytes T CD$,
par la production de cytokines.
1.2.3 Présentation par les molécules du CMH de classe I
1.2.3.1 Présentation d’antigènes endogènes
La présentation d’antigènes endogènes par les molécules du CMH de classe I
est illustrée à la f igure Ï-A. Les molécules du CMH de classe I, exprimées par la
plupart des cellules nucléées, présentent des peptides d’environs 8 à 10 acides
aminés, dérivés de protéines endogènes. Les protéines endogènes sont dégradées en
peptides dans le cytoplasme par différentes protéases, dont le complexe du
protéasome (York and Rock, 1996; Hwang et al., 2001), et sont ensuite transportées
par un complexe de protéines TAP (Hwang et al., 2001; Cresswell et al., 1999) à
travers la membrane du réticulum endoplasmique (RE), où sont synthétisées les
molécules du CMH de classe I (Germain, 1994). Le complexe du CMH de classe I est
composé d’une protéines à 3 domaines Œ, associée de façon non covalente à la P2-
microglobuline (Solheim J.C., 1999). Les domaines CL et Œ2 de la molécule du CMH
de classe I forment une poche peptidique qui restreint la longueur des peptides
pouvant s’associer et qui est constituée de sites d’ancrage spécifiques pour le peptide.
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Figure 1 Présentation antigénique par les molécules du CMH
A. Présentation des protéines endogènes par les molécules du CMH de classe I. Les
protéines endogènes sont dégradées en peptides dans le cytoplasme par un complexe
de protéases et sont ensuite transportées à travers la membrane du RE où sont
synthétisées les molécules du CMH. Certains peptides vont s’associer avec des
molécules du CMH de classe I, pour être ensuite présentés à la surface, où ils
pourront être reconnus par des lymphocytes T CD8 spécifiques.
B. Présentation des protéines exogènes par les molécules du CMH de classe II. Les
protéines exogènes sont capturées par les CPA et atteignent les compartiments de la
voie d’apprêtement endocytaire, les endosomes/MIIC, où elles sont dégradées en
peptides. Certains peptides vont s’associer avec des molécules du CMH de classe II,
pour être ensuite présentés à la surface, où ils pourront être reconnus par des
lymphocytes T CD4 spécifiques.
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9Seuls les peptides ayant suffisamment d’affinité vont pouvoir s’associer avec
des molécules du CMH de classe I particulières et les complexes ainsi formés vont
ensuite migrer vers la membrane plasmique de la cellule, où ils seront présentés aux
lymphocytes T CD8 qui pourront les reconnaître grâce à leur TCR (Garcia et al.,
1999).
Une fois activés, les lymphocytes T CD8, aussi appelés lymphocytes T
cytotoxiques (CTL), tuent leurs cibles de façon spécifique (Townsend and BoUmer,
1989). Dans le contexte de l’immunothérapie tumorale, tes lymphocytes T CD$ sont
donc considérés comme une des principales cellules effectrices requises pour la
régression de la tumeur.
1.2.3.2 Présentation croisée d’antigènes exogènes
De façon générale, les molécules du CMH de classe I présentent des antigènes
endogènes apprêtés par la voie cytosolique, aux lymphocytes T CD8. Ces antigènes
endogènes sont principalement des AT exprimés par des cellules tumorales, ou
encore des antigènes viraux ou bactériens exprimés à l’intérieur des cellules infectées.
Toutefois, afin de pouvoir accéder au site de la tumeur ou de l’infection, les
lymphocytes T naïfs doivent d’abord subir une première phase d’activation à
l’intérieur des organes lymphoïdes secondaires. Cette première activation est
principalement accomplie par les cellules dendritiques, résidants dans les ganglions
lymphatiques, qui présentent différents antigènes par les molécules du CMH et
expriment des signaux de co-stimutation pour les lymphocytes T (Mackay, 1993;
Butcher and Picker, 1996). Ainsi, les lymphocytes T CD8 doivent être en mesure de
rencontrer leurs antigènes spécifiques présentés par les molécules du CMH de classe
I, par des cellules dendritiques, dans les ganglions lymphatiques.
Une voie de présentation alternative a d’ailleurs été suggérée par le Dr
Michael John Bevan, il y a environ 30 ans (Bevan, 1976), soit la présentation croisée
‘o
d’antigènes exogènes par les molécules du CMH de classe I. Le phénomène de
présentation croisée a d’abord été démontré in vivo dans des modèles de souris
transgéniques (Kurts et al., 1996; Morgan et al., 1999). Mais c’est surtout à l’aide de
modèles in vitro que le mécanisme de cette présentation croisée a pu être étudié.
Trois voies ont été suggérées pour l’apprêtement d’antigènes exogènes pour la
présentation par les molécules du CMH de classe 1, par les cellules dendritiques.
D’abord, une voie cytoplasmique où les antigènes, une fois intemalisés par les CPA,
seraient transférés vers le cytoplasme de la cellule pour ensuite être apprêtés comme
les antigènes endogènes, par la voie de présentation des molécules du CMH de classe
I (Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995; Ramirez and Sigal, 2002). Il y a aussi
une voie vacuolaire où l’apprêtement des antigènes se ferait plutôt dans des vacuoles
spécialisées de phagocytose, soit les phagosomes (Ackerman et al., 2003), où tes
protéines sont dégradées par des enzymes protéolytiques. Les peptides peuvent
ensuite être chargés sur des molécules du CMH de classe I (Pfeifer et aI., 1993). Ces
peptides ainsi générés doivent alors compétitionner avec des peptides déjà liés aux
molécules du CMH de classe I, pour pouvoir prendre leur place (Ackerman and
Cresswell, 2004). Plus récemment, une 3 voie, où le RE est impliqué dans la
formation du phagosome, a été décrite par au moins 3 auteurs différents (Houde et al.,
2003; Guermonprez et al., 2003; Ackerman et al., 2003). Cette fusion permettrait aux
phagosornes de recruter les protéines nécessaires au chargement des peptides sur les
molécules du CMH de classe I, qui pourront ensuite atteindre la surface cellulaire.
Les cellules dendritiques peuvent donc capturer et intemaliser des AT
provenant de cellules tumorales (Huang et al., 1994; Robinson et al., 1999) ou des
antigènes viraux ou bactériens provenant de cellules infectées (Yewdell et al., 1988;
Sigal et al., 1999). De façon générale, ces antigènes proviennent des corps
apoptotiques formés suite à l’apoptose, soit la mort programmée, de cellules
tumorales ou de cellules infectées (Albert et al., 1998). Ces antigènes sont ensuite
apprêtés par les cellules dendritiques pour être présentés par les molécules du CMH
de classe I, aux lymphocytes T CD8, dans les organes lymphoïdes secondaires.
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1.2.4 Présentation par les molécules du CMII de classe Il
1.2.4.1 Présentation d’antigènes exogènes
La présentation d’antigènes exogènes par les molécules du CMH de classe II
est illustrée à la Figure 1-B. Contrairement à la présentation par les molécules du
CMH de classe I qui peut être accomplie par la plupart des cellules nucléées, la
présentation par les molécules du CMH de classe II est principalement accomplie par
des cellules spécialisées du système immunitaire les CPA, tel que les cellules
dendritiques, les macrophages et les lymphocytes B (Pieters, 1997).
Les molécules du CMII de classe II présentent des peptides dérivés de
protéines exogènes. Les protéines intemalisées par phagocytose ou endocytose, par
les CPA, atteignent les compartiments de la voie d’apprêtement endocytaire, les
compartiments du CMII de classe II (MIIC) (Peters et al., 1991; Sachse et al., 2002),
où elles sont dégradées en peptides, grâce à des enzymes protéolytiques et au pH
acide (Nakagawa T.Y. and Rudensky, 1999; Watts, 2001). C’est aussi dans ces
compartiments que les peptides ayant suffisamment d’affinité vont pouvoir s’associer
avec des molécules du CMII de classe II particulières. Contrairement aux peptides
présentés par les molécules du CMII de classe I, les peptides présentés par les
molécules du CMII de classe II n’ont aucune contrainte de longueur.
Comme les molécules du CMII de classe I, les molécules du CMII de classe II
sont synthétisées dans le RE (Germain, 1994). Chaque molécule du CMII de classe II
est composée d’une chaîne Œ et d’une chaîne f3, associées de façon non covalente
(Cresswell, 1994). Aussitôt synthétisées, les chaînes a et f3 sont associées à une
chaîne invariante (Ii) (Cresswell, 1996) grâce à laquelle elles seront dirigées vers la
voie d’apprêternent endocytaire et les MIIC (Cresswell, 1994) (voir Figure 2).
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Figure 3 Assemblage des molécules du CMH de classe II
Au sein du RE, les chaînes Œ et 3 du CMH de classe II sont associées à une Ii, qui
prévient la fixation prématurée de peptides et aide à diriger le complexe vers les
compartiments de la voie d’apprêtement endocytaire. Les enzymes présents dans ces
compartiments vont dégrader la Ii jusqu’à n’y laisser qu’un petit fragment, le CLIP,
qui sera ensuite échangé contre un peptide antigénique par un procédé impliquant la
molécule de classe II, HLA-DM. Une autre molécule de classe II, HLA-DO,
exprimée principalement par les lymphocytes B, vient moduler négativement
l’échange du peptide par HLA-DM.
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Les enzymes présents dans ces compartiments vont dégrader la Ii jusqu’à n’y
laisser qu’un petit fragment, le CLIP, qui sera ensuite échangé contre un peptide
antigénique par un procédé impliquant la molécule de classe II, HLA-DM (Denzin
and Cresswell, 1995; Sloan et al., 1995). Une autre molécule de classe II, HLA-DO,
exprimée principalement par les lymphocytes B (Chen and Jensen, 2004) vient
moduler négativement l’échange du peptide par HLA-DM (Denzin et al., 1997). Les
complexes du CMH de classe II/peptides ainsi formés vont ensuite migrer vers la
membrane plasmique de la cellule, où ils seront présentés aux lymphocytes T CD4
qui pourront les reconnaître grâce à leur TCR (Garcia et al., 1999).
Les lymphocytes T CD4, aussi appelés lymphocytes T auxiliaires, sont
surtout reconnus pour leur rôle dans les réponses humorales entraînant une sécrétion
d’anticorps par les lymphocytes B. Toutefois, ils ont aussi un rôle d’aide dans la
réponse à médiation cellulaire impliquant les CTL (Phan et al., 2003; Wong et al.,
2004; Corthay et al., 2005). Plus précisément, les lymphocytes T CD4 aident à
générer et à maintenir la réponse immunitaire (Toes et al., 1999; Wang, 2001) en
stimulant l’expansion des lymphocytes T CD$ effecteurs et mémoires par la
production de cytokines (Janssen et al., 2003; Shedlock and Shen, 2003), ce qui
pourrait être un mécanisme critique dans l’immunité anti-tumorale.
La nature exacte de l’aide apportée par les lymphocytes T CD4 aux
lymphocytes T CD8 reste encore à être clairement définie. Par contre, il a clairement
été démontré qu’une réponse anti-tumorale optimale requiert la participation des
lymphocytes T CD8 et CD4 (Velders et al., 2003; Gerloni and Zanetti M., 2005).
Des stratégies doivent donc être développées pour optimiser la présentation des AT
par les molécules du CMH de classe I et II et ainsi optimiser l’immunisation contre
les cellules tumorales suite à l’amélioration des collaborations entre les lymphocytes
T CD4 et T CD8 spécifiques.
Cependant, les lymphocytes T CD4 n’ont pas uniquement une influence
positive envers les lymphocytes T CD8. En effet, les lymphocytes T CD4
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régulateurs (Treg), aussi nommés lymphocytes T suppresseurs, qui représentent
environs 1-2% de la population totale des lymphocytes T CD4 (Baecher-Allan et al.,
2001), ont aussi un rôle significatif à jouer dans la réponse anti-tumorale considérant
leur fonction immuno-régulatrice (Javia and Rosenberg, 2003; Wang et al., 2004). Ils
ont une activité suppressive sur les fonctions effectrices des lymphocytes T C
D8
(Piccirillo and Shevach, 2001; Murakami et al., 2002) et aussi des lymphocytes T
CD4 (Annacker et al., 2001; Almeida et al., 2002). Ce qui suggère que la
présentation antigénique par les molécules du CMH de classe II peut potentiellem
ent
avoir des conséquences tant positives que négatives sur l’immunité anti-tumorale.
1.2.4.2 Présentation croisée d’antigènes endogènes
Les molécules du CMH de classe II peuvent aussi présenter des protéine
s
endogènes. Des études biochimiques portant sur la source des peptides antigéniques
associés aux molécules du CMH de classe II ont, bien sur, révélé une prédomi
nance
pour les peptides dérivés de protéines exogènes, mais aussi de plusieurs pro
téines
endogènes, dont des protéines de la membrane plasmique et parfois même
des
protéines cytoplasmiques (Rudensky et al., 1991; Chicz et al., 1993). Les premières
évidences sur l’existence d’une voie endogène menant à la présentation pa
r les
molécules du CMH de classe II ont été démontrées par des études sur des pro
téines
virales cytoplasmiques, synthétisées de façon endogène (Nuchtern et al., 1990;
Jaraquemada et al., 1990).
Selon certaines études, les protéines endogènes pourraient transiter par la
surface cellulaire avant d’atteindre la voie d’apprêtement endocytaire (Polyde&is et
al., 1990; Griffin et aÏ., 1997). Selon d’autres études, dont celles du groupe du Dr
Eric Long portant sur les lymphocytes B modifiés, la présentation d
’antigènes
endogènes par les moléctiles du CMH de classe II serait indépe
ndante de
l’expression de la protéine TAP (Mainati et al., 1992) et du complexe du
protéasorne (Malnati et al., 1993). Ces protéines endogènes ne seraient donc pas
apprêtées par la même voie cytosolique que les antigènes prése
ntés par les
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molécules du CMH de classe I. Cependant, la présentation de courtes séquences
peptidiques, par les molécules du CMH de classe II, serait dépendante de la protéine
TAP (Malnati et al., 1992), comme dans la voie d’apprêtement cytosolique. Par
contre, il semblerait que la présentation d’antigènes endogènes par les molécules du
CMH de classe ii à la surface des cellules dendritiques serait plutôt dépendante de
l’apprêtement par le protéasome et la protéine TAP (Tewari et al., 2005).
D’autres études suggèrent que l’apprêtement des protéines exogènes et
endogènes pour la présentation par les molécules du CMH de classe II, pourrait
avoir lieu via des voies plus ou moins similaires (Lich et al., 2000; Mukherjee et al.,
2001). C’est-à-dire que l’apprêtement de certaines protéines endogènes pourrait
dépendre de l’action des protéases cytoplasmiques, telles que le protéasome ou
autres, mais suite à leur transport du cytoplasme vers les compartiments de la voie
d’apprêtement endocytaire, les antigènes cytoplasmiques seraient possiblement
aussi apprêtés par les même enzymes protéolytiques que les antigènes exogènes,
avant d’être présentés par les molécules du CMH de classe II.
Ces études semblent donc démontrer que l’apprêtement d’antigènes
endogènes pour la présentation par les molécules du CMH de classe II pourrait se
faire selon différents mécanismes, plus ou moins similaires à la voie d’apprêternent
cytosolique pour la présentation par les molécules du CMH de classe I. En fait, la
présentation d’antigènes endogènes par les molécules du CMH de classe II demeure
encore un phénomène mal connu.
Généralement, seules les CPA expriment les molécules du CMH de classe II
et seraient donc les seules à pouvoir présenter des antigènes par les molécules du
CMH de classe II. Cependant, des études cherchant à développer de nouvelles
stratégies de traitement par immunothérapie ont démontré que des cellules tumorales
modifiées pour exprimer les molécules du CMH de classe II, pouvaient aussi
présenter des antigènes endogènes par ces molécules (Ostrand-Rosenberg, 1994;
Chen et al., 1994). De plus, certaines cellules tumorales peuvent en venir à exprimer
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des molécules du CMH de classe II et ainsi présenter des protéines endogènes au
tant
par les molécules du CMH de classe II que de classe I. D’ailleurs, environs 20-25%
des mélanomes peuvent exprimer des molécules du CMH de classe II de fa
çon
constitutive durant leur processus de transformation (Lopez-Nevot et aÏ., 1988) et
même davantage lorsqu’il y a présence d’inflammation ou de métastases (Brocker et
al., 1984; Bernsen et al., 2003). Il serait donc possible que la présentation antigénique
de protéines endogènes par les molécules du CMH de classe I et de classe II influence
une réponse anti-tumorale via des mécanismes positifs et négatifs. Il y aurait do
nc
possiblement activation de lymphocytes T CD$ et CD4 au site de la tumeur, ce qui
illustre davantage l’importance de bien définir la présentation de protéines endogènes
par les molécules du CMH de classe II.
1.3 Approches ciblant les antigènes tumoraux (AT)
1.3.1 Caractéristiques des AT
Un des principes de l’immunothérapie est basé sur le fait que les cellules
tumorales peuvent exprimer des protéines qui sont absentes ou faiblement expri
mées
dans les tissus normaux. Ces protéines, appelées antigènes tumoraux (AT), peuvent
potentiellement être présentées par les molécules du CMH à la surface des c
ellules
tumorales ou des CPA, et ainsi être reconnues par le TCR des lympho
cytes T
(Rosenberg, 1999; Boon et al., 1997). Une approche plus moderne de
l’immunothérapie tumorale a donc été axée sur la stimulation d’une
réponse
immunitaire spécifique dirigée contre des AI, plutôt que sur la stimulati
on non
spécifique du système immunitaire (par de hautes doses d’IL-2, par exemple) qui
définissait les premières approches thérapeutiques.
Les AT sont des antigènes dont l’expression doit être spécifique aux cel
lules
tumorales, donc idéalement absente des cellules normales. Il est impo
rtant qu’ils
soient immunogéniques, c’est-à-dire qu’ils aient la capacité d’être présen
tés par les
molécules du CMH et d’être reconnus de façon spécifique par les lympho
cytes T. De
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plus, certains AT peuvent aussi être impliqués dans différentes étapes du processus de
cancérisation, bien que ce ne soit pas absolument essentiel.
Par contre, peu d’AT identifiés jusqu’à maintenant possèdent toutes ces
caractéristiques. En effet, plusieurs AT connus, et utilisés en clinique, sont aussi
exprimés par des cellules normales, mais généralement dans des tissus moins
importants pour la survie. C’est d’ailleurs le cas de nombreux antigènes du mélanome
qui sont aussi exprimés dans les mélanocytes normaux (Albino and Houghton, 1985).
Le ciblage de ces AT par le système immunitaire, lors d’un traitement par
immunothérapie, provoque des effets secondaires auto-immuns mineurs chez les
patients qui répondent positivement à ces traitements (Rosenberg and White, 1996).
Cependant, ces effets secondaires peuvent souvent être contrôlés par l’administration
d’agents immuno-suppresseurs faibles, tels que des stéroïdes.
1.3.2 Épitopes
Pour être reconnus par le système immunitaire, les AT doivent être présentés à
la surface des cellules, sous forme de petits fragments ou peptides, aussi appelés
épitopes, associés aux molécules du CMH. Les principaux critères déterminant le
potentiel d’un bon épitope sont l’affinité avec laquelle il s’associe avec une molécule
du CMH particulière, ainsi que l’avidité avec laquelle il est reconnu par des
lymphocytes T spécifiques. Donc, puisque chacune des allèles du CMH ne lie de
façon spécifique qu’un ensemble limité de peptides qui partagent des résidus
conservés à des positions fixes, la caractérisation d’un AT doit être complétée par
l’identification d’épitopes spécifiques présentés par différentes molécules du CMH.
Idéalement, les AT devraient posséder plusieurs épitopes pouvant être présentés par
différentes molécules du CMH et reconnus par des lymphocytes T spécifiques.
1$
1.3.3 Génération de lymphocytes T spécifiques
Plusieurs techniques permettant l’expansion de lymphocytes T spécifiques à
des AT ont été développées, soit à partir de lymphocytes du sang périphérique
sensibilisés in vitro par des cellules tumorales (Rivoltini et al., 1995), ou directement
à partir de TIL (Topalian et al., 1987; Itoh et al., 1988). Plusieurs de ces études ont
effectivement démontré que les lymphocytes T pouvaient efficacement reconnaître
des peptides antigéniques présentés par des molécules du CMH de classe i à la
surface des cellules tumorales (Muul et al., 1987; Topalian et al., 1989). Plus tard, il a
même été démontré qu’il pouvait aussi y avoir reconnaissance d’AT présentés par les
molécules du CMH de classe II (Topalian, 1994; Topalian et al., 1994b; Topalian et
al., 1996).
1.3.4 Identification des AT
Il existe différentes approches permettant d’identifier des AT et des épitopes
présentés par les molécules du CMH (Boon, 1993; Rosenberg, 1996).
Les travaux de Boon et ses collègues ont été une première entrée dans les
méthodes d’identification d’AT reconnus par les lymphocytes T. D’abord, l’isolation
de lymphocytes T CD8 spécifiques à une mutation d’un seul acide nucléique dans un
gène de souris (De Plaen et al., 1988) a été un des événements marquants dans
l’histoire de l’immunothérapie tumorale. Par la suite, en 1991, il y a aussi eu
l’identification du tout premier AT humain reconnu par les lymphocytes T d’un
patient atteint du mélanome, la protéine MAGE-1 (melanorna-associated gene-])
(Van Der Bruggen et al., 1991). C’est par des techniques de biologie moléculaire, à
l’aide de banques d’ADNc de gènes d’expression de cellules tumorales et de clones
de lymphocytes T CD8 spécifiques, que le clonage de ces gènes a pu être réalisé
(Traversari et al., 1992).
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Par la suite, d’autres méthodes alternatives ont été exploitées pour permettre
l’identification de nouveaux AT. D’abords, il y a eu l’élaboration de méthodes
reposant sur des approches biochimiques. Une méthode impliquant, entre autres,
l’extraction de peptides antigéniques associés aux molécules du CMH de classe I,
exprimées à la surface des cellules tumorales (Hunt et al., 1992; Cox et al., 1994).
L’imrnunogénicité de ces peptides était ensuite analysée, par leur présentation par des
CPA à des lymphocytes T. L’identification des AT candidats était ensuite finalisée
par la purification et le séquençage de ces peptides.
Une autre méthode ciblant l’expression d’antigène par les cellules tumorales a
aussi été utilisée avec succès pour identifier des AT (Kawashima et al., 199$). Cette
méthode implique des techniques de sensibilisation in vitro utilisées pour générer des
lymphocytes T réactifs contre des AT candidats, qui sont ensuite évalués pour leur
habilité à reconnaître spécifiquement des cellules tumorales (Parkhurst, 199$).
Plus récemment, d’autres approches ont été développées de façon à pouvoir
aussi caractériser des épitopes présentés par les molécules du CMH de classe II par
les CPA, et reconnus par les lymphocytes T CD4. Une percée qui a préparé le
chemin à des vaccins plus efficaces pour l’immunothérapie tumorale (Topalian et al.,
1994a). Plusieurs techniques ont d’ailleurs été utilisées, incluant l’extraction de
peptides à la surface des cellules tumorales (Halder et al., 1997) ou la purification
biochimique de lysats de cellules tumorales (Monach et al., 1995; Pieper et al., 1999).
L’immunogénicité de ces peptides ou protéines était ensuite analysée, par leur
présentation par des CPA à des lymphocytes T CD4.
En utilisant l’une ou l’autre de ces approches, plusieurs nouveaux AT
reconnus par les lymphocytes T CD$ et CD4 spécifiques ont été décrits (Kawakami
and Rosenberg, 1996; Castelli et al., 2000), en grande majorité chez le mélanome.
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1.3.5 Classification des AT selon leur profil d’expression
Il existe plus d’une façon de classifier les AT. Je vous présente, ici, une
classification selon le profil d’expression des AT et quelques exemples spécifiques
reliés au mélanome, résumé dans le Tableau 1.
1.3.5.1 Antigènes exprimés exclusivement dans les tumeurs
Certains AT proviennent de gènes dont l’expression est retrouvée
exclusivement dans les cellules tumorales, et donc absente des tissus normaux. Ce
groupe comprend entre autres, des gènes ayant subis des mutations reliées aux
processus carcinogènes, comme dans les cas des oncogènes ou des gènes
suppresseurs de tumeur, ou des peptides codés par une séquence en intron d’un gène
normal (Guilloux et al., 1996). Ce groupe peut aussi inclure des gènes viraux présents
dans certains cancers à origine virale. En effet, certains types de cancer expriment des
antigènes spécifiques aux virus ayant infecté ces cellules et induit le cancer, et
peuvent stimuler une réponse cytotoxique contre ces protéines virales, entre autres
dans des lymphomes induits par le virus Epstein Barr (EBV) (Lee et al., 1997), ou les
cancers causés par le papillomavirus humain (Todd et al., 2004). Ces AT se
retrouvent dans très peu de cancers. Cependant, puisque ce sont des gènes absents des
cellules normales ou d’origine virale, le système immunitaire devrait être moins
tolérant envers ces protéines, il devrait donc être plus facile de stimuler une réponse
immunitaire.
1.3.5.2 Antigènes dont l’expression est partagée avec d’autres tissus
1.3.5.2.1 Protéines mutées
Les mutations produites dans des gènes de cellules tumorales peuvent parfois
permettre la présentation d’épitopes différents. Par exemple, un nouvel épitope dans
le gène de la 13-catenine a été identifié suite à une mutation ponctuelle dans le gène,
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Classification des AT selon leur profil d’expression
Groupes Antigènes
Antigènes exprimés exclusivement dans les tumeurs
• Oncogènes
• Gènes suppresseurs de tumeur
• Gènes codés par des séquences en intron
• Protéines virales
Antigènes dont l’expression est partagée avec d’autres tissus
• Protéines mutés J3-catenine
• Protéines de cellules germinales MAGE
GAGE
BAGE
• Protéines spécifiques à certains tissus gpIOO
tyrosinase
TRP- I et TRP-2
MARI-l /Melan-A
Tableau 1 Classification des AT selon leur profil d’expression
22
dans des cellules de mélanomes (Robbins et al., 1996). Généralement, ces épitopes
sont spécifiques aux cellules tumorales du patient et ne devraient donc pas être tolérés
par le système immunitaire, ils pourraient donc être d’excellents AT potentiels.
Cependant, il semble que ces AT ne soient pas suffisamment efficaces pour
déclencher une réponse immunitaire envers les cellules tumorales. De plus, il n’y a
que très peu d’AT, dérivant de protéines mutées, qui ont été identifiés jusqu’à
maintenant (Boon and Van Der Bruggen, 1996; Rosenberg, 1999), et ils ne sont donc
pas très appropriés pour le traitement d’un grand nombre de patients.
1.3.5.2.2 Protéines de cellules germinales
Certaines protéines exprimées essentiellement par des cellules germinales
peuvent éventuellement être exprimées dans les cellules tumorales. Cette famille de
gènes a d’ailleurs été identifiée dans plusieurs différents types de cancer. Par
exemple, les antigènes de la famille MAGE, GAGE et BAGE, d’abord identifiés chez
le mélanome (Van Den Eynde et al., 1995), ont aussi été détectés dans d’autres
cancers, tel le cancer du sein (Otte et aÏ., 2001), le cancer des ovaires (Russo et al.,
1996), le cancer du cerveau (Scarcella et al., 1999) et bien d’autres. Puisque ces
antigènes sont surtout exprimés dans des sites privilégiés, donc souvent ignoré par le
système immunitaire, ils pourraient potentiellement être de bons AT. Cependant, ils
n’ont démontré qu’une faible immunogénicité in vitro et in vivo (Chaux et al., 199$).
1.3.5.2.3 Protéines spécifiques à certains tissus
Certaines protéines spécifiques à des tissus peuvent être considérées comme
des AT. C’est le cas de plusieurs antigènes du mélanome, dont MART-l/Melan-A
(Kawakami et al., 1994a), gplOO (Kawakami et al., 1994b), la protéine tyrosinase
(Kang et al., 1995) ainsi que les protéines reliées à tyrosinase, TRP-1 (tyrosinase
reÏatedprotein-]) (Wang et al., Ï996b) et TRP-2 (Wang et al., 1996a). Ces protéines
sont également retrouvées dans les mélanocytes normaux où elles sont impliquées
dans la biosynthèse de la mélanine. Leur efficacité comme AT pourrait être
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dans la biosynthèse de la mélanine. Leur efficacité comme AT pourrait être
considérée comme sous-optimale puisqu’elles ont déjà suscité une certaine tolérance
auprès du système immunitaire. Il y a par contre de nombreux exemples qui
démontrent l’imrnunogénicité de ces AT: des démonstrations de la présence de TIL
spécifiques à tyrosinase chez des patients atteints du mélanome (Robbins et al.,
1994), des essais in vitro où il a été possible de générer des lignées de lymphocytes
spécifiques à des peptides de MART-1/Melan-A capables de reconnaître et de lyser
des cellules tumorales (Rivoïtini et al., 1995). De plus, des essais cliniques ont
démontré qu’il était possible d’engendrer une régression tumorale par un transfert
adoptif de lymphocytes T spécifiques à des peptides de gplOO, jumelé à une
administration d’IL-2 (Kawakami et al., 1995). Certains des patients traités ont même
ressenti des manifestations d’auto-immunités, soit une dépigmentation de la peau,
appelée vitiligo. Ces symptômes semblent d’ailleurs corréler avec un meilleur
pronostic et parfois une réponse complète au traitement, soit la disparition de la
tumeur (Bystryn et al., 1987; Rosenberg and White, 1996).
1.3.6 Immunogénicité
Une autre caractéristique importante des AT est leur immunogénicité, c’est-à-
dire la capacité du système immunitaire à réagir contre ces antigènes, soit en
induisant des réponses immunitaires humorales ou à iriédiation cellulaire. La réponse
dite humorale implique les lymphocytes T CD4 et résulte en une production
d’anticorps par les lymphocytes B. La réponse à médiation cellulaire ou réponse
cytotoxique fait surtout appel aux lymphocytes T CD8, qui lysent directement les
cellules cibles.
Une des approches utilisées en immunothérapie tumorale consiste à solliciter
une réponse à médiation cellulaire dirigée contre des AT, impliquant principalement
les lymphocytes T CD8. Par contre, les modèles in vitro impliquant uniquement les
lymphocytes T CD$ sont trop simplistes et très peu réalistes. En effet, Ï!? vivo, ils
subissent énormément d’influences de la part des atitres cellules du système
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immunitaire. D’une part, leur activité est modulée par une influence positive des
lymphocytes T CD4 auxiliaires (Phan et aI., 2003; Wong et al., 2004; Corthay et al.,
2005), niais aussi par une certaine influence négative des Treg (Piccirillo and Shevach,
2001; Murakami et al., 2002). D’autres part, les autres cellules du système
immunitaire peuvent aussi avoir une certaine influence sur les lymphocytes T CD8,
entre autres par la production de différentes cytokines, pouvant modifier leur activité
anti-tumorale (Blankenstein, 2005).
1.4 Mélanome
Le mélanome est un type de cancer de la peau, qui dérive des mélanocytes
(cellules pigmentées). Il peut apparaître tant chez l’homme que chez la femme,
toutefois les personnes de race blanche, à la peau claire et aux yeux bleus sont plus â
risque de le développer. Il existe aussi un certain facteui- héréditaire, mais le
principale facteur déclenchant est l’exposition excessive au soleil. Pour 2005, on
estime à 4 400, le nombre de nouveaux cas de mélanome et à 20%, le taux de décès
(Société canadienne du cancer, 2005).
L’évolution d’un mélanome peut être très sévère, par sa forte prédisposition
aux métastases et à la récidive. De plus, malgré qu’il ait été rapporté dans certaines
études, que 50-70% des tumeurs semblaient répondre à la chimiothérapie, celle-ci a
très peu d’impact sur la survie générale des patients. La résistance de ces cellules
tumorales à la chimiothérapie a mené au développement de traitements alternatifs,
dont l’immunothérapie.
Le mélanome a d’abord été considéré comme un cancer immunologique, suite
à des observations cliniques démontrant que des lésions primaires pouvaient régresser
spontanément et que cette régression corrélait avec une infiltration de lymphocytes
dans la tumeur (Clemente et al., 1996). Par la suite, des études sur l’aspect
fondamental de la biologie des lymphocytes T et de la présentation antigénique ont
mené à l’identification d’un grand nombre d’antigènes associés au mélanome et au
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développement de plusieurs stratégies d’immunothérapie tumorale (Nestie et al.,
1999).
1.4.1 Mélanosomes
Les mélanosomes sont des compartiments intracellulaires spécialisés
retrouvés uniquement à l’intérieur des mélanocytes, d’où est synthétisée, stockée et
sécrétée la mélanine (Marks and Seabra, 2001). Plus spécifiquement, les
mélanosomes servent de vésicules sécrétrices, facilitant le transfert de la mélanine des
mélanocytes vers les kératinocytes voisins et la génération de la pigmentation
caractéristique de la peau et des cheveux (King et al., 1995).
Les mélanosomes font partie de la grande famille des compartiments reliés
aux lysosomes (Raposo et aÏ., 2002), comme les compartiments de la voie des
endosomes et les compartiments de la voie d’apprêtement endocytaire, les MIIC. Ils
partagent donc certaines caractéristiques structurelles et physiologiques avec les
lysosomes, dont la présence de protéines lysosomiales (Orlow, 1995) et un pH acide
(Bhatnagar et al., 1993). De plus, comme les compartiments de la voie des
endosomes, les mélanosomes peuvent être divisés en différents stades selon leurs
caractéristiques de maturation (Seiji et al., 1963) (voir figure 3). Le stade précoce, le
prémélanosome stade I, est sans pigmentation et d’une morphologie très similaire aux
endosomes, c’est-à-dire une structure membranaire avec une quantité variable de
membranes internes. La distinction entre les deux systèmes devient plus évidente à
partir du prémélanosome stade II. Sa structure devient plus elliptique et parcourue de
fibres allant d’une extrémité à l’autre produisant une apparence striée. C’est sur ces
fibres que sera déposée la mélanine nouvellement synthétisée, résultant en une
striation plus noire et plus épaisse dans le mélanosome stade III, jusqu’à en remplir
l’ensemble interne de la structure dans le mélanosome stade IV.
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Figure 3 Les différents stades de maturation des mélanosomes
A. Microscopie électronique d’une cellule de mélanome, illustrant les quatre stades
de maturation des mélanosornes.
B. Représentation schématique de chacun des quatre stades de maturation des
mélanosomes et de leur caractéristique morphologique, tels que décrits dans le texte.
C. Représentation schématique des compartiments de la voie des endosomes, en
comparaison avec différents stades de maturation des mélanosomes.
Légende FE: endosomes précoces; LE: endosornes tardifs; PLys: prélysosomes; Lys:
lysosornes
O
Stage TV
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1 .4.2 Protéines partagées entre mélanocytes et mélanomes
1.4.2.1 Protéines des mélanosomes
En plus des protéines lysosomiales, les mélanosomes contiennent aussi des
protéines exclusives, dont la plupart sont impliquées dans la biosynthèse de la
mélanine, telles que la protéine tyrosinase, les protéines reliées à tyrosinase (TRP-1 et
TRP-2) et gplOO (Hearing and Tsukamoto, 1991; Kwon, 1993; Sharma et al., 2002).
Les protéines tyrosinase, TRP-1 et TRP-2 semblent être davantage enrichies dans les
stades plus tardifs des mélanosomes (Orlow et al., 1993; Raposo et al., 2001) où elles
sont impliquées directement dans la synthèse de la mélanine. Alors que gplo0, aussi
connu sous le nom de PmelI7, semble plutôt être enrichi préférentiellement dans les
prémélanosornes (Lee et al., 1996; Raposo et al., 2001), et est plus spécifiquement
impliqué dans la maturation des mélanosomes (Kushimoto et al., 2001; Berson et al.,
2001). Une autre protéine, MART-1!Melan-A, d’abord clonée en tant qu’AT du
mélanome (Kawakami et al., 1994a; Kawakami et al., 1997), est aussi une protéine
des mélanosomes, mais sa fonction exacte reste encore inconnue.
1.4.2.2 Antigènes du mélanome
Le mélanome étant le cancer dérivé des mélanocytes, les cellules de
mélanomes possèdent donc aussi des mélanosomes. C’est pourquoi les protéines des
mélanosomes sont aussi considérées comme des antigènes spécifiques dci mélanome
(Sakai et al., 1997; Overwijk and Restifo, 2000) reconnus par des lymphocytes T
(Kawakami, 1996) et pouvant être utilisés dans diverses stratégies d’immunothérapie
tumorale (Kawakami, 1998). D’ailleurs, le mélanome est un cancer relativement
immunogénique, pour lequel plusieurs études ont démontré l’implication des
lymphocytes T dans la régression des mélanomes (Kawakami et al., 2000b; Wang et
al., 2002; Dudley et al., 2002).
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Les protéines des mélanosornes sont d’ailleurs reconnues pour être des AT
particulièrement immunogéniques, puisque de nombreux TIL spécifiqcies à ces
protéines ont été isolés chez plusieurs patients atteints du mélanome. De plus,
plusieurs épitopes présentés par les molécules du CMH de classe I ont été identifiés
dans ces protéines (Kawakami et al., 1998; Kawakarni et al., 2000a).
Curieusement, quelques épitopes présentés par les molécules du CMH de
classe Il ont aussi été identifiés dans certaines de ces protéines, dont la protéine
tyrosinase (Topalian et al., 1996), gplOO (Touloukian et al., 2000; Lapointe et al.,
2001), TRP-1 et TRP-2 (Robbins et al., 2002). Ceci suggère que les mélanosomes
pourraient possiblement jouer un rôle dans la présentation de ces antigènes par les
molécules du CMH de classe II (Marks et al., 2003), puisqu’ils ont des
caractéristiques très similaires aux compartiments de la voie endocytaire et aux MIIC.
1.4.2.2.1 GplOO
GplOO est une protéine de différentiation des mélanocytes, impliquée dans la
maturation des rnélanosomes, plus précisément dans la transition dci prérnélanosomes
stade I en prérnélanosomes stade II (Kushimoto et al., 2001; Berson et al., 2001), où
gplOO est impliqué dans l’initiation de la formation des striations où s’accumulera la
mélanine nouvellement synthétisée (Kobayashi et al., 1994; Berson et al., 2001).
La protéine gplOO est initialement traduite en une protéine native de 70 kDa,
comprenant une séquence signal en arnino-terminal qui permet sa prise en charge par
le RE, où elle est glycosylée en sa forme mature de 100 kDa (Yasurnoto et al., 2004).
Elle est ensuite fractionnée en petits fragments, qui vont s’associer avec les
membranes intracellulaires des prémélanosomes pour former la matrice sur laquelle
sera déposée la mélanine (Berson et al., 2001; Berson et al., 2003) (voir Figure 4).
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(Raposo and Marks, 2002) Traffic
figure 4 Formation des striations à l’intérieur des prémélanosomes
Représentation schématique illustrant la présence de gplOO dans les prérnélanosomes
stade I (ou les endosomes) et dans les prérnéÏanosornes stade II, et structure de la
protéine gplOO native et ses intermédiaires correspondant à chaque stade de
maturation des prérnélanosomes.
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GplOO a aussi été identifié comme un antigène spécifique du mélanome,
pouvant être reconnu par des lymphocytes T (Kawakarni et al., 1994b; Bakker et al.,
1994). Son expression est retrouvée dans plus de 75% des mélanomes (Cormier et aï.,
199$), il a donc été largement étudié et couramment utilisé dans différentes stratégies
d’immunothérapie tumorale chez des patients atteints du mélanome.
1.4.2.2.2 Présentation de gplOO par ïes molécules du CMH de classe I
Plusiecirs épitopes de gplOO présentés par les molécules du CMH de classe I
et reconnus par des lymphocytes T CD$ ont été identifiés jusqu’à maintenant, dont 3
en particulier, gp100154162 (Skipper et al., 1996a; Kawakami et al., 1995) gp10020cj2I7
(Kawakami et al., 1995) et gp1OO2$O2$ (Bakker et al., 1995; Kawakami et al., 1995)
présenté par HLA_A*0201. De plus, des TIL spécifiqcies à ces épitopes ont
fréquemment été isolés chez des patients (Kawakami et al., 2000a).
Certaines études ont démontré qu’il était possible de générer des lymphocytes
T CD$ spécifiques à gpIOO, à partir de lymphocytes du sang périphérique de patients
HLA_A*0201 en les stimulant avec l’un ou l’autre de ses peptides (Salgaller et al.,
1995). Par contre, il faut parfois plus d’un cycle de stimulation avant d’obtenir une
population de lymphocytes T réactives, et la génération d’une activité cytotoxiqcte
spécifique peut parfois s’avérer impossible avec certains patients. De plus, ces
peptides semblent faiblement immunogéniques, comparativement à des peptides
dérivant d’antigènes viraux. Ceci peut s’expliquer en partie par la faible affinité de
ces épitopes pour la molécule du CMH de classe I HLAA*O2O1 (Kawakami et al.,
1995). Toutefois, l’immcinogénicité de ces peptides a pu être améliorée en modifiant
certains acides aminés aux positions d’ancrage avec le CMH, afin d’en augmenter
l’affinité envers la molécule HLAA*O2Ol.
Des essais de stimulation ont donc été réalisés avec des peptides modifiés,
dont les peptides gp100209217-2M, où le 2e acide aminé a été remplacé par une
méthionine, et gp100280.288-9V, où le 9 acide aminé a été remplacé par cine valine
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(Parkhurst et al., 1996). L’utilisation de ces peptides modifiés a permis la génération
in vitro de lymphocytes T CD8 spécifiques de façon beaucocip plcts efficace qu’avec
les peptides natifs. Des essais cliniques ont aussi démontré que la vaccination avec les
peptides modifiés entraînait une augmentation de la fréquence des lymphocytes T
CD8 spécifiques anti-gplOO i/? vivo plus marquée qu’avec les peptides natifs
(Rosenberg, 1996; Rosenberg et al., 1998). De plus, les lymphocytes T CD$
spécifiques ainsi générés reconnaissent les peptides natifs aussi bien que les peptides
modifiés. Ces résultats ont d’ailleurs mené l’utilisation de ces peptides modifiés
dans des stratégies d’immunothérapie tcimorale chez des patients atteints de
mélanome.
D’autres épitopes de gplOO ont aussi été identifiés, dont gp100619627 et
gp100639647 (Kawakami et al., 1998) présentés par HLAA*020l, gplOOjT25 (Skipper
et al., 1996b) et gp1006146 (Kawakami et al., 199$) présentés par HLAA*030l, et
gp100717$ (Castelli et al., 1999) présenté par HLACw*0801.
1.4.2.2.3 Présentation de gplOO par les molécules du CMH de classe II
Alors que le principal intérêt de l’immunothérapie tumorale était surtout axé
sur les lymphocytes T CD8, plusieurs groupes ont démontré que les lymphocytes T
CD4 avaient également un rôle critique à jouer dans la réponse immunitaire anti-
tumorale (Pardoil and Topalian, 1998; Wang et al., 2002). Des épitopes présentés par
les molécules du CMH de classe Il et reconnus par des lymphocytes T CD4 ont aussi
été identifiés chez gplOO, dont gp10044S9 (Touloukian et al., 2000) et gp100615633
(Kierstead et al., 2001) présentés par HLADRpl*0401, ainsi que gp100170190
(Lapointe et al., 2001) présenté par HLADRf31*070l.
De plus, certains de nos résultats précédents ont suggéré que même la forme
endogène de gplOO pouvait être présentée par les molécules du CMH de classe II et
ainsi stimcLler des lymphocytes T CD4 spécifiques (Lapointe et al., 2001; Lapointe
et al., 2004). 11 serait donc possible que gplOO puissent atteindre les compartiments
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de la voie d’apprêternent endocytaire de l’intérieur de la celictie pour ainsi être
présenté par les molécules du CMH de classe II. Ce qui suggère également que la
séquence de gplOO pourrait posséder un ou des motifs spécifiques permettant une
mobilisation vers les compartiments de la voie d’apprêternent endocytaire. D’ailleurs,
de tels motifs ont déjà été identifiés chez d’autres antigènes du mélanome (Wang et
al., 1999), dont un motif di-leucine présent en carboxy-terminal de la protéine
tyrosinase (Simmen et al., 1999; Calvo et al., 1999). Ce motif se retrouve aussi chez
d’autres glycoprotéines présentes dans les mélanosornes (Le Borgne et al., 2001).
1.5 Hypothèse et objectifs du projet de maîtrise
Lors d’un traitement par immunothérapie, les Aï sont utilisés comme cibles
pour solliciter une réponse immunitaire contre les cellules cancéreuses. Pour
amplifier cette réponse, il faudrait être en mesure de stimuler à la fois les
lymphocytes T CD8 par le biais des molécules du CMH de classe I, et les
lymphocytes T CD4 par le biais des molécules du CMH de classe II.
Gpl00 présente donc un avantage certain, puisqu’il a la capacité d’être
présenté à la fois par les molécules du CMH de classe I et de classe II, lorsqu’il est
exprimé de façon endogène. De plus, ceci évoque que gplOO peut atteindre les
compartiments de la voie d’apprêtement endocytaire, les MIIC, pour ainsi être
présenté par les molécules du CMH de classe II. Notre hypothèse est donc que gplOO
possède des séquences particulières impliquées dans sa mobilisation vers les MIIC et
sa présentation par les molécules du CMH de classe II.
Mon projet de maîtrise concerne donc l’étude de la présentation de gpIOO
endogène par les molécules du CMH de classe II, et par le fait même, sa mobilisation
vers les compartiments de la voie d’apprêtement endocytaire et les MIIC. Le
principal objectif étant d’identifier des motifs de gplOO qui permettent cette
mobilisation et cette présentation, et d’en faire un outil pour favoriser la présentation
par les molécules du CMH de classe II, de différents antigènes.
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Des expériences préliminaires ont permis de localiser une région critique pour
la mobilisation de gplOO vers les endosomes/MIIC et la présentation par les
molécules du CMH de classe II. La séquence signal en amino-terminal et les 70
derniers acides aminés en carboxy-terminal de gp 100 ont été fusionnés à la Protéine
Fluorescente Verte (GFP), pour en évaluer la localisation en microscopie confocale.
Par la suite, différentes versions du gène de gplOO (délétées dans la partie 3’ codant
pour la portion en carboxy-terminal) ont été préparées par réaction PCR, clonées dans
un vecteur d’expression eucaryote et transfectées dans des cellules 293T exprimant
des molécules du CMH de classe I et de classe II, pour évaluer la présentation à l’aide
de clones de lymphocytes T CD4 et CD$ spécifiques à des épitopes de gplOO.
Les motifs de mobilisation de gplOO pourront éventuellement être exploités
pour l’amélioration de vecteurs d’expression utilisés en immuno-oncologie. Plus
spécifiquement, ces motifs pourront être greffés à d’autres AT pour favoriser une
double présentation par les molécules du CMH de classe I et de classe II. De plus,
une fois intégrés à d’autres AI, ils pourront constituer un outil avantageux pour
identifier de nouveaux épitopes présentés par les molécules du CMH de classes II.
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Abstract
CD4 T lymphocytes play an important role in CD8 T cell-mediated
responses against tumors. Considering that about 20% of melanomas express major
histocornpatibility complex (MHC) class II, it is plausible that concomitant
presentation by MHC class I and class II shapes positive (helper T ceils) or negative
(regulatory T ceils) anti-tumor responses. Interestingly, gplOO, a melanoma antigen,
cati be presented by both MHC class I and class II when expressed endogenously,
suggesting that it can reach endosomal/MHC class II compartrnents (MIIC). Here, we
demonstrated that gplOO putative amino-terminal signal sequences and the last 70
residues in carboxy-terminus, are essential for MIIC localization and MI-IC class 11
presentation. Confocal rnicroscopy analyses confirmed that gplOO was localized in
LAMP- Ï 7HLA-DR endosomal/MIIC. Gp 1 00-targeting sequences were
characterized by deleting different sections in the carboxy-terminus (last 70 residues).
Transfection in 293T ceils, expressing MHC class I and class 11 molecules, reveaÎed
that specific deletions in carboxy-terminus resulted in decreased MHC class II
presentation, without effects on class I presentation, suggesting a role in MIIC
trafficking for these deleted sections. Then, we used these gplOO-targeting sequences
to mobilize GFP to endosomal compartments, and to allow MHC class II and class I
presentation of minimal endogenous epitopes. We conclude that these specific
seqttences are MIIC-targeting motifs, which could be included in expression cassettes
for endogenously-expressed tumor or viral antigens for MHC class II and class I
presentation and optimize in vivo T ceIl responses, or as an in vitro tool for
characterization ofnew MHC class II epitopes.
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Introduction
Cancer immunotherapy strategies targeting turnor antigens (TA)1 were mainly
developed by eliciting CD8 cytotoxic T lymphocytes. Over the past decade, growing
evidence has emerged from animal studies (1-3) and clinical trials (4, 5), indicating
that CD4 helper T lymphocytes play an important role in initiating and maintaining
immune responses against cancer (6, 7) by expanding effective and memory CD8 T
celis (8, 9). Thus, optimal anti-tumor imrnunity might require the participation of
both CD4 and CD$ T lymphocytes to generate a strong and durable response
against cancer cells (10, 11). However, a subset of CD4 T ceils, defined as
regulatory T lymphocytes (Treg) and representing 1-2% of the total CD4t T ceil
population (12), also may play a significant role in human cancer considering their
cognate immuno-regulatory ftmnctions (13, 14). Treg have suppressive activities on
effective CD8 (15, 16) and CD4 (17, 18) T cell functions, suggesting that major
histocompatibility complex (MHC) class II-mediated antigen presentation can
potentiaÏly be either positive or detrimental in anti-tumor imrnunity.
Considering that about 20-25% ofmelanomas naturalÏy express MHC class II
molecules during the process of malignant transformation (19), and perhaps more
than 50% during inflammation and metastases formation (20, 21), it is plausible that
concomitant antigenic presentation by MHC class I and class II shapes anti-tumor
responses mediating both positive and negative mechanisms. Thus, activation of
tumor-specific CD8 and CD4 T cells may occur at the tumor site. This illustrates
the importance of better defining MHC class II antigenic presentation from
endogenously-expressed proteins.
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Interestingly, gplOO, a melanoma/melanocyte-shared antigen, can be
presented by both MHC class I and class II molecules when expressed endogenously
by melanoma and non-melanorna ceils. This implies that gplOO can reach
endosomal/MHC class II compartments (MIIC) for antigen processing and
presentation by MHC class II. Normatly, CD4 T celis recognize exogenous proteins,
which are ingested by antigen-presenting ceils (APC) and get degraded into peptides
which can be coupled with MHC class II molecules in MIIC, which are lysosome
related organelles (22). These peptide/MHC class II complexes then migrate to the
celi surface. Interestingly, an endogenous protein can sometimes reach
endosornal/MIIC to be processed sirnilarly to an exogenous protein for MHC cÏass II
mediated presentation. However, endosornal/MIIC internai trafficking leading to
MHC class II presentation rernains poorly understood.
We previously generated a CD4 T ceil clone specific to gplOO by using
retrovirally-transduced dendritic celis (23), indicating plausible MHC class II
presentation. We aiso demonstrated that this gplOO-specific CD4 T celi clone couid
recognize melanoma ceIl unes (24), which evoked potential targeting sequences in
gpIOO for MHC class II-rnediated presentation.
In the current work, vie prepared different deletions in the gplOO sequence to
1) assess MHC class I and class II-rnediated presentation, and 2) evaluate endosomal
protein iocahzation, with the aim of finding sequences, within gpIOO, invoived in
these processes. We first confirrned gplOO presentation by MMC class II molecules in
gplOO-transfected 293T celis, and its endosomal mobilization. Our data demonstrate
that both the carboxy-terminal (last 70 residues) and putative amino-terminal signal
sequences are essential for MHC class II-mediated presentation of endogenous
3$
gplOO, and other antigens. OcLr resuits also suggest that gplOO may transit to the celi
surface to be intemalized in endosorna/MIIC.
A better understanding of the MHC class II presentation of endogenous
antigens may help us to optirnize the immune response directed to gplOO or other TA,
in cancer immunotherapy.
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Materials and Methods
Media and celi culture
Complete medium consisted of AIM-V medium (Invitrogen; Carlsbad, CA)
supplernented with 5% human AB serum (heat-inactivated; Gernini B io-Products;
Calabasas, CA), 2 mM L-gtutarnine, 100 U/ml penicitlin/streptomycin and 10 pg/rnI
gentarnicin (ail from Invitrogen). A gp100-specific CD4 T celi clone, HLA
DRÇ3Ï*0701_restricted (23) and a CD$ T ceil clone, HLAA*0201restricted (25)
were cultured as described previousÏy in complete medium supplemented with 300
IU/mI recombinant human Interleukin (IL)-2 (Chiron; Emeryville, CA).
CD4O-stimulated B lymphocytes (CD40-B) were cultured as described
previously (26) in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (Invitrogen; and Wisent;
St-Bruno, Quebec, Canada) supplernented with 10% human seruni (heat-inactivated,
prepared from normal donors), 2 mM L-glutarnine, 100 U/rnl penicillin/streptomycin,
10 tg/rn1 gentamicin, 500 ng/ml ofa soluble trimeric CD4OL (Immunex Corporation;
Seatie, WA) and 500 U/rnl recombinant human IL-4 (Peprotech; Rocky 1-Iii!, NJ).
HEK-293T celis expressing HLADRf31*0701 or DRf3Ï*0401, kindly
provided by Dr. Paul F. Robbins and Dr. Suzanne L. Topalian (NCI/NIH; Bethesda,
MD), and HEK-293T ceits expressing HLAA*0201 were cultctred in RPMI 1640
medium (Invitrogen and Wisent) supplernented with 10% heat-inactivated FBS
(Invitrogen and Wisent), 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin/streptomycin and
10 tg/ml gentamicin.
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The metanorna cett une MeÎFB, which vas immcino-setected for the absence of
gplOO and MART-l, vas transducted by retroviral vectors encoding gplOO or green
fluorescent protein (GFP), as described previously (23). Melanoma ce!! unes
1087rne1, 624.3$mel, 624.3Smel-CIITA, 10$8mel, 1 102rne1, I300rnel, 397rne1,
553me1 and SK23meI were established at the Surgery Branch (NCI/NIH). Breast
tumor ceil unes MCF-7 and MDA23I were obtained from the American Type
Culture Collection (ATCC; Manassas, VA). Ail turnor celi unes were cultured in
RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 2 mM L
glutamine, 100 U/ml penicillin/streptornycin and 10 ig/rnl gentamicin.
GpIOO mutants and other plasmids
Plasmids encoding HLAA*0201 and A*0101 (pcDNA-A2 and CLNCx-A1
respectively), kindly supplied by Dr. Paul f. Robbins, were cloned from HLA-typed
patients, at the NIH. Plasmid encoding gp100 (pcDNA-gp 100) also was gifted by Dr.
Paul F. Robbins (NCIfNIH).
Plasmids encoding the different versions of gplOO, de!eted in the carboxy
terminus or amino-terminus (presented in Figure 3-A (left panel)), were prepared by
PCR from the wild type sequence, cloned in pcDNA3.1, and their sequences were
confirmed by sequencing. PcDNA-gp100ATM was internally deleted from residues
594 to 615, which corresponded to the transmembrane domain, and pcDNA
gp100ALL was deleted from residues 650 to the end, which corresponded to a
putative di-leucine motif. These latter 2 constructs were prepared by Dr. Paul F.
Robbins at the Surgery Brandi (NCIINIH). PcDNA-gpÏOOTM was deleted from
residue 615 to the end; and pcDNA-gpIOONoTM, from residue 594 to the end.
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PcDNA-gp100ASS was deÏeted from residues I to 20, which con-esponded to the
putative amino-terminal signal sequence. PcDNA-gp 1 OOtWV was deleted
from
residues 616 to 627, which corresponded to a sequence including a tyrosine re
sidue.
In pcDNA-gplOOCD$, the gplOO-transmembrane dornain (residues 594 to 615) was
exchanged with the CD8-transmembrane domain (residues 183 to 204 of CD8
sequence). PcDNA-gp100AYVCD8 was similar to pcDNA-gplOOCDs, but residues
610 to 627 were also removed.
In the construct pcDNA-gp Ï 00/GFP (presented in Figure 6-A), the entire GFP
sequence, from which the first methionine was changed for a valine, wa
s cloned
between the putative amino-terminal signal sequence (residues 1 to 20) and the last
70 residues from gplOO (residue 594 to the end). In pcDNA-gp/GFP+epit (presented
in Figure 6-B), residues 150 to 225 from gplOO, which corresponded to minimal
MHC class II and class I epitopes, were inserted afier the GfP sequence
.
Celi transfection and APC-pulsing
The day before transfection, ceils were plated at 5 X i0 cells/well in 6-w
ell
plates to get 50-90% confluence on the day oftransfection. The ceils wer
e transiently
transfected employing Lipofectarnine Plus Reagent (Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions. Transfected celis were cultured for an
additional 24
hours. We routinely reached between 30% to 50% transfection efficiency.
In some experiment, Me1FB and CD4O-B celis were eÏectroporated in a
nucleofection system (Amaxa Biosystems; Gaithersburg, MD) accord ing to the
manufacturer’s instructions.
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The HLADP431*070lbinding peptide gp100170190 (23) and the HLA
DRÇ31*0701 control binding peptide IgKl$8202 (27) were synthesized at the Surgery
Branch (NCI/NIH). Recombinant gplOO protein was prepared as described previously
(28). Recombinant NY-ESO-1 protein (29), another TA, served as a negative control.
Peptide or protein pulsing ofCD4O-B cells (1 X 10) was carried out in 3-ceil culture
medium for 16 hours in 96-well flat-bottom plates.
T ccli assays
GplOO-specific T celi clones were analyzed for their capacity to recogn
ize
target ceils, such as gpÏOO-transfected 293T celis, melanoma ceil unes or CD4O-B
pulsed with synthetic peptides or recombinant proteins. Target ceÏls (1 X 10) were
co-cultured with either a specific CD4 T celi clone (2 X 10g) or a specific CD8 T
celi clone (1 X 10) in 200 pi of complete medium, in 96-well flat-bottom plates.
Supematants were harvested afier 20-hour incubation, and hurnan Interf
eron-gamma
(IFN-7) was assayed by ELISA with coupled antibodies (Endogen; Woburn, MA).
In sorne experirnents, chloroquine (CHL) (Sigma; St-Louis, MO) vas added
on target ceils, at 100 jiM for 4 hours. CeIls were washed once and flxed with 0.5%
of formaldehyde for 5 min. They were then washed extensiveÏy 3 tirnes and co
cultured with T ceils in 200 pi ofcornplete medium in 96-welI flat-bottom
plates.
Western blotting
Protein extracts were prepared from gpÏOO-transfected 293T ceils at 4°C, for
20 mm, in lysis buffer (20 mM Tris-HC1 pH$, 137 mM NaCI, 10% glycerol, 1%
Triton X-100, 1 mM Na3VO4 and 2 mM EDTA) containing protease inhibitors (1
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mM PMSF, 2 1tM pepstatin A, 2 i.IM leupeptin) (ail from Sigma). Ceil debris
were
sedimented and discarded, and protein concentration was measu
red by Lowry assay
with a DC Protein Assay kit (Bio Rad; Hercules, CA). Proteins were prepared
and
loaded (7.5 .ig/well) on 10% SDS-polyacrylamide gel in a Mini-PROTEAN 3 sys
tem
(Bio Rad) according to the manufacturer’s instructions. Proteins were transfened t
o
Hybond ECL membranes (Amersham Pharmacia Biotech; Buckinghamshir
e, UK)
and revealed by incubation with a goat gplOO-specific antibody (1:200) (K-18; S
anta
Cruz; Santa Cruz, CA) or a mouse actin-specific antibody (1:4,000) (Chem
icon;
Temecula, CA), for 1 hour. Membranes were washed and re-incubated for
1 hour
with secondary peroxidase-conjugated antibodies, chicken anti-goat (1:10,000) o
r
goat anti-mouse (1 :40,000) (both from Chernicon), before detection with EC
L Plus
Western Blotting (Amersharn Pharmacia Biotech).
Confocal microscopy
Ceils were plated at 3 X cells/well on Poly-D-Lysine (Sigma)-treated
coverslips in 12-well plates the day before transfection (when necessary) and
cultured
for an additional 24 hours. Before intraceilular staining, the ce
lis were washed once
with PBS (Invitrogen and Wisent) containing 0.5% BSA (Sigma), f
ixed and
permeabilized with BD CytofixlCytoperm (BD Biosciences; Mississ
auga, ON)
directly on coverslips for 20 minutes and washed twice with B
D Perm/Wash Solution
(BD Biosciences).
Perrneabilized ceils were stained with a gplOO-specific antib
ody (NK-1; Bio-
Design; Saco, ME), a LAMP-1-specific antibody (anti-CDIO7a; BD Bio
sciences) or a
pan-MHC Class II (HLA-DR, P, Q)-specific antibody (T039; BD Bios
ciences). Afier
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G 30 minutes of incubation with the
first antibody, the celis were washed and re
incubated for 30 minutes with isotype-specific secondary antibodies coupled with
AÏexa Fluor-488 (green), -568 (red) or -647 (blue) (ail from MolecuÏar Probes;
Eugene, OR). The celis were then washed and the coverslips were mounted on
microscope siides using Geltol (Immunon; Pittsburgh, PA). After overniglit
incubation at 4°C, the coverslips were sealed with nail polish.
The ceils were observed under a Leica TCS-SPÏ confocal microscope (Leica
Microsystems; Mannlieim, Germany) fitted with an xlOO ou immersion objective,
analyzed by Leica Confocal Software (LCS) and processed by Adobe Photoshop 7.0
(Adobe Systems Inc.; San Jose, CA).
Celi surface analyzed by flow cytometry
293T ceils were co-transfected by plasmids coding for GFP and gplOO
mutants. Preiiminary experiments in transient transfection by our group confirmed
that the sarne ceils were co-transfected with 2 different plasmids, gplOO and GfP, for
instance (data not shown; figure available for reviewers in Appendix 1). Twenty-four
hours later, the celis were harvested with trypsin, distributed at >1 X i05 cells/tube in
5 ml polystyrene round-bottom tubes and washed with PBS containing 0.5% BSA.
For intracelïular staining, the celis were flxed and permeabilized with BD
Cytofix/Cytoperm for 20 mm, then washed twice with BD Perm/Wash Solution (both
from BD Biosciences).
Intracellular and celi surface staining were performed using a gplOO-specific
antibody ÇNK-1) or an isotype-matched control (IgG2b; BD Biosciences). After 30
minutes of incubation, the ceils were washed and re-incubated for 30 minutes with a
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phycoerythrin-conj ugated isotype-specific secondary antibody (anti-mouse-R-PE;
Molecular Probes). The celis were finally analyzed by flow cytometry on a
FÏuorescence-Activated CeÏÏ Sorter FACS Calibur (Becton Dickinson; Mississauga,
ON). Only GFP-positive celis, which were also positive for gplOO, were analyzed by
WinMDI 2.8 software. GplOO celi surface expression was compared with total
expression in perrneabilized celis.
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Resuits
Exogenous and endogenous gplOO can be presented by MHC cÏass II molecules
We have previously reported the generation of a CD4 T celi clone specific
for an HLADR3l*O7O1 epitope from gplOO (gplOOl7ol9o) using retroviraÏly
transduced dendritic celis (23). With this CD4 T ccli clone, classical MHC class II
rnediated presentation of exogenous gplOO was first controlled. CD4O-stimulated B
lymphocytes (CD4O-B) served as a source of APC (26). As expected, HLA
DR31*O7O1+ APC puised with recombinant gplOO, but flot the DRf3Ï*070F APC,
were recognized by the CD4 T ceil clone (Figure 1-A). APC pulsed with different
amounts of gplOO peptide, corresponding to the DR1*O7OÏ epitope (gplOOj7o19o),
were effectively recognized in a dose-dependent manner, but DRf31*070f APC
pulsed with either a different recombinant protein or a known DRf31*O7OÏbinding
peptide derived from the immunoglobulin ic light chain (IgKlss_2o2) were flot
recognized.
We next deployed the same gplOO-specific CD4 T ccli clone to evaluate
MHC ciass II-mediated presentation from endogenousiy-expressed gplOO. HLA
DRf31*O7O1 melanorna ceils (MeIFB), immuno-seiected for the absence of gplOO,
and 293T ceils were engineered to express gplOO or GfP. As expected, only ceils
expressing gplOO and HLADRI31*O7O1 were recognized (Figure 1-B). 293T ceils
expressing a control gene (GFP) or a different MHC class II molecule (HLA
DRJ31*0401) failed to promote IFN-y secretion from the CD4 T ccii clone. In ail
cases, gplOO expression and ciass I presentation were controlied by co-transfection of
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G an HLAA*O2Ol expression plasmid, and recognition was
monitored by a CD2 T
ceil clone specific to an HLAA*O2O1 gplOO epitope (gp100209217) (25). We have
previously confirrned that the amount of IFN-y secretion by gplOO-specific CD4
(23) or CD8 T cell clones correlated with the density of the peptide Ïoaded on APC
(data flot shown).
Also, melanorna celis expressing gpÏOO and the class II transactivator
(CIITA), up-reguiating invariant chain (Ii), HLA-DM and -DR molecules, were
recognized by the CD4 T celi clone (624-CIITA, Figure 1-C), but not wild type
CIITK ceils not expressing HLA-class II molecules. Melanorna ceils naturally
expressing HLA-class II molecules DRJ31*0701 and gplOO (1087rne1) were
recognized by the CD4 T ccli clone. Other melanorna celis expressing HLA-class II
molecules but flot DR31*O7O1 (l300mei) were flot recognized, confirming HLA
DRf3Ï *O7O1restricted presentation.
Finally, we evaluated if intracellular antigen processing was required for
MHC class II presentation of endogenously-expressed gplOO. To do so, we treated
target ceils with CHL, which inhibits the processing ofexogenous antigen and MHC
class II presentation by neutralizing the pH of endosomes. As shown in Figure l-D
(Ïeft panel), CHL treatment resulted in inhibition of MHC class II presentation of
exogenous gplOO by HLADRÇ31*O7O1 APC pulsed with recombinant gplOO and
endogenous gplOO expressed by the melanoma ccli une or 293T celis expressing
HLADR13Ï*O7OÏ, indicating that intraceflular processing was required for MHC
class II presentation. This inhibition was flot caused by CHL toxicity, since sirnilar
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treatrnents of tumor ceil unes did flot inhibit MHC class I presentation of endogenous
gplOO (figure 1-D, right panel), as expected.
Importantly, data revealed that gplOO can be presented by MHC class II from
either classical exogenous or endogenous pathways, suggesting protein mobilization
to the endosomal compartment and MIIC.
GplOO Iocalizes to LAMP-1 endosomal vesic]es
GpÏOO localization experiments were carried out with laser scanning confocal
microscopy. As shown in figure 2, gplOO seems to be localized in intraceilcilar
vesicles in both melanoma and transfected 293T ceils (labeling in green). Double
staining was perfonTied with anti-LAMP-1, a membrane glycoprotein enriched in the
lysosomal membrane and found in endosomes/lysosomes and MIIC (30, 31). Double
staining revealed that several gp100 vesicles were also positive for LAMP-1 (in red),
suggesting co-localization in endosomal compartments (yellow vesicles indicated by
white arrows). This experiment underscores the importance of the gp 100 trafficking
to endosornal compartments, which could be lïnked to its MHC class II presentation.
Mapping of endosomal targeting sequences essential for MHC class II
presentation
Endosornal/melanosomal targeting motifs could be involved in gplOO
mobilization to MIIC, and optimize MHC class II-mediated presentation. We
hypothesized that the putative amino-terminal signal sequence and the last 70
residues (Figure 3-C), which contain a transmembrane domain, a tyrosine residcte and
a putative di-leucine motif, could be important for gplOO trafficking to endosomal
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compartrnents. We prepared different deletions in the gplOO sequence to map
potential sequences important for endosomal homing and MHC class II presentation.
Plasmids encoding gplOO mutants and HLAA*020l were co-transfected in 293T
ceils expressing HLADR31*0701. MHC class I presentation was monitored with a
CD$ T ceil clone specific to an HLAA*020l epitope from gplOO (gp100209217).
MHC class II presentation was evaluated with a CD4 T ceil clone specific to an
HLADRj31*070Ï epitope from gplOO (gp100170190). The different versions of
deleted gplOO are represented in figure 3-A (left panel). Importantly, both MHC
class I and class II epitopes remained intact; only the last 70 residues were modified,
which is more than 350 amino acids downstream ofthe epitopes. As expected, on the
basis of IFN-y secretion, gp 100 and HLAA* 0201 -transfected 293 -DR3 1*0701 + celis
(293 DR7/A2) were recognized by both CD4 and CD8 T ceil clones, whereas
gplOO and HLAA*0101transfected 293DRf31*0701 celis (293 DR7IA1) failed to
be recognized by the CD8 T celi clone. Also, gplOO and HLAA*0201transf
ected
293DRp1*0401 cells (293 DR4/A2) failed to be recognized by the CD4 T ccli
clone. Although MHC ciass I-rnediated presentation was similar for ail gplOO
mutants (figure 3-A), deletions in the carboxy-terminus resulted in decreased MHC
class II-restricted presentation. More specifically, deletion of the last 70 residues
(gplOO-N0TM) or internai deletion of the transmembrane domain (gplOO-ATM)
reduced MHC class II presentation to iess than 10% ofwiId type gpiOO, suggesting
an important role for the transmembrane domain. However, as demonstrated by the
MHC ciass II/class I presentation ratio (Figure 3-3), MHC class II presentation was
flot affected by substitution of the transmembrane domain by the one from CD$
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(gplOO-CD8). Interestingly, deletion ofthe putative di-leucine motif (gplOO-ALL), a
motif previously described as being important for protein trafficking to endosornes
(32-35), minimally diminished MHC class II presentation, as illustrated by the MHC
class II/class I presentation ratio (Figure 3-B). Further deletion in the carboxy
terminal sequence downstream of the transmembrane domain (gp 1 OO-TM) resulted in
45% IFN-y secretion by the CD4 T ceil clone when compared to the full length
sequence (Figure 3-A).
Interestingly, deletion ofa sequence of 12 residues, including a tyrosine and 3
consecutive arginines, located immediately afier the transmembrane dornain (gplOO
AYV), had minimal effect on MHC class II presentation (Figure 3-A). However, this
deletion combined with CD$-transmembrane substitution (gplOO-AYVCD$)
abrogated MHC class II presentation, which was reveated by the MHC class 1I/class I
presentation ratio (Figure 3-3). f inally, as expected, deletion of the amino-terminal
signal sequence (gplOO-ASS) resulted in marked decrease MHC class II presentation
with no changed MHC class I presentation compared to wild type gplOO (Figure 3-
A).
These data suggested a similar expression for ah mutants considering that
MHC class I-mediated presentation was equivalent (Figure 3-A). A comparable
expression ÏeveÏ was further conflrmed by analysis ofgpÏo0 expression by Western
blotting (Figure 3-D). The expression level of gplOO-ASS could flot be evaluated,
since the epitope recognized by the antibody was located in the arnino-terminus.
Clearly, the data demonstrated that the last 70 residues, including the
transmembrane domain and the amino-terminal signal sequence are critical for gplOO
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MHC class II-mediated presentation. Interestingly, multiple elements within these
sequences seemed to be involved in this process.
GplOO surface expression correlates with MHC class II presentation
GplOO can possibÏy reach relevant endosomal compartments by 2 pathways
for proper processing and MHC ciass II loading: 1) directiy from the Goigi, and 2) by
transiting to the ceil surface with intemalization. Interestingly, gplOO-modification
resuiting in decreased MHC class II presentation was flot caused by endoplasmic
reticulum (ER)/GoÏgi retention, since endoglycosidase H (EndoH) sensitivity patterns
were similar for ail gplOO mutants (data flot shown). Thus, to address the possibility
of transition to the ceil surface, we evaiuated gplOO cell surface expression by flow
cytometry and compared it with total expression in permeabilized celis (figure 3-E).
Ail gated transfected ceils were gplOOE’, and surface expression was detected in 59%
of these ceils. The assessment of gplOO ceil surface expression determinates for ail
mutants is summarized in Figure 3-B. Interestingly, ail cells transfected with plasmid
encoding gplOO-ALL mobilized gplOO at the ceil surface (Figure 3-E). In contrast,
gplOO-NoTM, gpÏOO-TM, gplOO-ASS and gplOO-AYVCD8 failed to mobilize to
the ceil surface. Consequentiy, as illustrated in Figure 3-B, there was a direct
correlation between gplOO ceil surface expression and the MHC class II/class I
presentation ratio. These resuits suggest that gplOO could transit to the cdl surface to
gain access to relevant endosornal compartments and MIIC.
GplOO ceil surface expression may be due to overexpression in celis without
melanosomes. Consequently, we also evaluated gplOO celi surface and total
expression from 8 different melanoma ceil unes. GplOO expression was detected in 6
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of 7 melanoma ceil unes tested (exciuding MeÏfB) (figure 4), and gp 100 ceil surface
expression was observed in 3 of these 6 melanoma celi unes. We also noted gplOO
celi surface expression in a gpÏOOE melanoma ceil une (MeÏFB) engineered to express
gplOO. Surface expression may have clinical implications and needs to be further
investigated.
Endosomal Iocalization ofgplOO mutants presented by 1THC class II
Characterization of the different versions of deleted gp 100 was completed by
gplOO localization experiments with laser scanning confocal rnicroscopy of
transfected 293T celis stained for gplOO and LAMP-l. As expected, gplOO mutants,
presented by MHC class II, were located in intracellular vesicles co-localizing with
LAMP-1 (yellow vesicles), similar to wild type gplOO (f igure 5-A). In contrast, the
other gplOO mutants showed no specific vesicular localization, and no co-localization
with LAMP-1, demonstrating the importance of these deleted sequences in gplOO
trafficking. Interestingly, we found higher gplOO celi surface expression in gpÏOO
ALL-transfected celis than in wild type gplOO-transfected celis (green fluorescence in
ceti outiine), confirming the gplOO-ALL ceÏÏ surface expression aÏready noted by
flow cytometry (f igttre 3-E).
To further confirm that LAMP-Ï endosomes co-localizing with gplOO were
MIIC, we stained gplOO-transfected 293T ceils and melanoma ceils with an anti
gplOO, an anti-LAMP-1 and an anti-HLA-DR, and laser scanning confocal
microscopy was performed. As shown in Figure 5-B, LAMP-1 vesicles containing
gplOO (yellow vesicles in the left image) were also positive for HLA-DR (white
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vesicles in the central image), indicating that they were MIIC. LAMP-i7HLA-DW
vesicles in Me1FB may represent melanosomes.
These latter experiments confirmed that the putative arnino-terminal signal
sequence and the last 70 residues are essential for gplOO mobilization in MIIC.
GplOO-targeting sequences mobilize GFP to endosomes and allow the
presentation of minimal class II and class I epitopes
GplOO-targeting sequences from gplOO were cloned in fusion with GfP,
transfected in 293T ceils engineered to express HLA-class II and accessory
molecules, and laser scanning confocal microscopy was undertaken. As presented in
Figure 6-A, wild type GFP showed no particular mobilization. However, GFP in
fusion with the putative signal sequence and the last 70 residues from gplOO
(gplOO/GFP) co-localized with LAMP-l (yellow vesicles indicated by white arrows).
This confirrns the importance of these sequences for protein localization in
endosornal compartrnents and MIIC.
To Iink endosomal Iocalization to MHC class II-mediated presentation, a short
sequence from gplOO, corresponding to minimal class II and class I epitopes, was
inserted afier GFP within the last-mentioned construct. Plasrnids encoding this
chirneric protein (gp/GFP+epit) and HLAA*020l or A*0l01 were co-transfected in
293T cells expressing HLADRf31*0701 or DRf31*0401. Gf P expression was
confirmed by flow cytometry, and vesicular mobilization was studied by fluorescence
rnicroscopy (data flot shown). As presented in Figure 6-3, 293DRp1*070l ceils
transfected by plasmids encoding gp/GFP+epit or wild type gplOO were recognized
by the CD4 T ceil clone. As expected, 293DRpl*0401 failed to stimulate the CD4
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T celi clone. Interestingly, gp/GFP+epit and full Ïength gpÏOO were efficiently
recognized by the CD8 T ceil clone, and the negative control, HLAA*O1Ol
transfected 293T ceils, failed to be recognized. Presentation of gplOO-MHC class II
epitope was ftwther confirrned in melanoma (MeIFB; figure 6-C) and APC (CD4O-
B).
The latter experiments confirm the importance of these sequences for: 1)
mobilization to endosomes, and 2) MHC cÏass II-mediated presentation of
endogenous gpÏOO.
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Discussïon
MHC cÏass II antigenic presentation plays a critical role in anti-tumor
irnmunity. Interestingly, specific endogenous proteins can reach MIIC
and get
processed for MHC class II presentation, similarïy to exogenous proteins.
Previous
data suggested that endogenous gpÏOO can be presented by MHC class II molecules
and stirnulates specific CD4 T lymphocytes (23, 24). Consequently, we wanted to
ftirther characterize MHC class II-mediated presentation of endogenous pro
teins and
endosomal/MIIC internai trafficking Ïeading to MHC class II presentation. We
confirmed that exogenous and endogenous gplOO can 5e presented by MHC
class II.
We also demonstrated that gplOO expressed endogenousÏy can reacli LAMP-l/HLA
DR endosornai/MIIC, which processing correlates with presentation by
MHC class
II. Therefore, we expected to define sequences within gpÏOO invoÏved in these
processes. Our resuits demonstrated that the putative amino-terminal sign
al sequence
and the last 70 residues in the carboxy-terminus are essential for
endosomal
localization and MHC class II-rnediated presentation of endogeno
us gplOO.
Moreover, we demonstrated that gplOO celi surface expression correlat
es with MHC
class II presentation, suggesting gplOO transition to the ceil
surface before
internalization to relevant endosornal/MIIC.
Mobilization of endogenous proteins to endosornal/MIIC and proce
ssing
through the MHC class II pathway bas already been evoked, especiall
y in melanorna.
Some melanosomal proteins might contain epitopes recognized
by CD4 T
lymphocytes. Topalian et al. had previously found tyrosinase-specific
CD4 T ceils
from populations of tumor-infiltrating lymphocytes cultured fr
om a metastatic
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melanoma lesion (36). Other groups had also isolated tyrosinase-specific CD4 T
lymphocytes from peripheral blood of melanoma patients (37, 38). It could be
suggested that tyrosinase and probably other melanosome membrane proteins, such
as gplOO, have the capacity to reach MHC class II molecules transported to
endosomal/MIIC. Possibly, melanosomes, endosomes/lysosomes and MIIC, may be
compartments with very similar characteristics (39, 40). Since gplOO is known to
reach melanosomal compartments via an intracellular pathway (41), it can also
possibly reach endosomal/MIIC by a similar pathway.
Two major pathways have been defined, by which proteins enter
endosomal/MIIC to be processed for MHC class II-restricted presentation and
recognition by CD4 T lymphocytes. The traditional pathway involves the
endocytosis of cxogenous proteins by APC. In contrast, the second pathway
implicates the processing of endogenously-synthesized membrane proteins (42).
These membrane proteins are believed to enter endosomal cornpartrnents by
intemalization from the cell surface. As we observed a direct correlation between
gplOO celi surface expression and MHC class II-mediated presentation (Figures 3-B),
it is possible that gplOO also reached endosomal/MIIC by intemalization from the cdl
surface.
Considering previous studies showing that melanosomal glycoproteins were
mobilized to melanosornes by a di-leucine-based sorting motif (32), we originally
predicted that removal of the putative gplOO-di-leucine motif would impair
endosomal/MIIC mobilization and MHC class II presentation. Surprisingly, removal
of the gplOO putative di-leucine motif (gplOO-ALL) unchanged mobilization to
LAMP-l endosomes (Figure 5-A) and presentation by MHC class II (Figure 3-A). It
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is plausible that this putative di-leucine motif is flot functional, even if it fits with the
accepted consensus sequence. ActualÏy, functional di-leucine motifs from gp75 (43)
and tyrosinase (33, 34), are structurally surrounded by basic residues, an acidic spacer
and tyrosine residues, which is not the case for gplOO.
However, the gp 1 00-transmembrane domain is clearly important for
endosomal/MIIC mobilization and MHC class II-mediated presentation. We
demonstrated that substitution of the transmembrane dornain by the one from CD$
did flot affect gplOO MHC class II-mediated presentation (Figure 3-A), indicating that
the presence of a transmembrane domain with ail other sequences could be sufficient
to mediate endosomal/MIIC mobilization of gplOO. Interestingly, deletion of a
sequence, including a tyrosine residue and 3 consecutive arginine residues, located
immediately afler the transmembrane domain, associated with CD8-transmembrane
substitution, negativeiy affected MHC class II presentation, whereas deletion of this
sequence alone had no effect compared to wild type gplOO (figure 3-A). This could
possibly 5e caused by an inappropriate folding ofthe protein within the membrane in
the gplOO-AYVCD8 construct. However, it could also suggest the involvement of
important residues in the gplOO Y to V sequence (residues 616 to 627) that may have
a role with the gplOO-specific transmembrane dornain for endogenous MHC cÏass II
presentation, but both are not absoluteiy required. Interestingly, other membrane
giycoproteins, sucli as LAMP-1 or other lysosomal proteins, contain a lysosomal
trafficking tyrosine residue in a specific position within the cytoplasmic tau (44, 45).
Specifically, the lysosomal targeting signal formed the pattern Y-X-X
hydrophobic residue (46). In the gplOO sequence, the tyrosine residue is followed by
3 consecutive arginine residues, before a leucine, a hydrophobie residue (Y-R-R-R
5$
L). Three arginine residues have already been identified as an ER-retention signal
(RXR) (47, 48), known to play an important role in trafficking of many membrane
proteins to the celi surface (49). Here, we observed that deletion of this motif did flot
affect gplOO ceil surface trafficking (Figure 3-B). However, MHC class II
presentation was abrogated when this deletion was associated with CD$
transmembrane substitution (figure 3-A).
Interestingly, these findings suggested that more than one sequence have a
related role in gplOO MIIC-trafficking. Moreover, we confirmed that there are
essential sequences present within the gplOO putative amino-terminal signal sequence
and the last 70 residues in the carboxy-terminus, for endosornal/MIIC localization
and MHC class II-mediated presentation ofendogenous gplOO.
To complete our study, we ernpÏoyed these gplOO-targeting sequences to
mobilize GFP, as a model endogenous protein, to endosomal cornpartments (Figure
6-A). Also, we demonstrated that these targeting sequences allow MHC class II and
class I presentation of endogenous epitopes linked to GFP in 293T ceils, melanorna
and APC (Figure 6-B, C). ConsequentÏy, we believe that these sequences could be
exploited as a tool in vivo to optimize CD4 and CD$ T celi responses against tumor
and viral-associated antigens. $pecifically, MIIC targeting sequences could be
included in expression cassettes for DNA vaccines or for improved expression in
APC and optimized MHC class II presentation without apparent negative impact on
MHC class I presentation. Thus, these targeting sequences could also be exploited as
an in vitro tool to characterize new MHC class II epitopes and promote the
stimulation of both CD4 and CD8 T celis.
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1The abbreviations used are:
APC, antigen-presenting celis
CD4O-B, CD4O-stimulated B lymphocytes
CIITA, class II transactivator
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EndoH, endoglycosidase H
ER, endoplasmic reticulum
GFP, green fluorescent protein
IFN-y, Interferon-gamma
Igk, immunoglobulin K light chain
Ii, invariant chain
IL, Interleukin
MHC, major histocompatibility complex
MIIC, MHC class II compartments
TA, tumor antigen
Trcg, regulatory T lymphocytes.
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Figure 1 MHC class II-restricted presentation of endogenous and exogenous
gplOO
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Q Figure 1 MHC class II-restricted presentation of endogenous and exogenousgplOO.
A. HLADRf3l*O7Ol+ or *O7Oystiinulated B lymphocytes (CD4O-B) were pulsed
with recombinant gplOO (gpIOOr), or NY-ESO-1 (NY-ESO-lr), different arnounts of
gp100170190 peptide or a DRJ3l*O7O1binding control peptide (1gk188202). A gplOO
specific CD4 T ccli clone was co-cultured with these target ceils.
B. An HLADRI31*O7O1+ gplOO-deficient melanoma ccli une (rnelfB) was
retrovirally-transduced using genes encoding gplOO or GFP. 293T celis expressing
HLADRJ31*07O1 or DR31*0401 (DR7 or DR4) were co-transfected with plasmids
coding for gplOO or GFP and HLAA*02O1 or A*0101 (A2 or AI). GplOO-specific
CD4 and CD8 T ceil clones were co-cultured with these target ceils.
C. Melanoma ccli unes expressing or not gplOO, MHC class II molecules or HLA
DRJ3Y*0701 (DR7) were co-cultured with a gplOO-spccific CD4 T ccii clone.
D. HLADRJ31*0701+stimuiated B lymphôcytes (CD4O-B) puised with recombinant
gplOO (gplOOr), HLADRJ31*0701+ gplOO-deficient melanoma ccii line (MelfB)
expressing gplOO or GFP, gplOO-transfected 293T celis expressing HLA
DRJ31*0701, DRJ31*0401 or HLAA*0201 (DR7, DR4 or A2), and melanoma ccii
unes expressing or flot gplOO or HLAA*0201 (HLA-A2), were treated with 100 iM
chioroquine (CHL) or lefi untreatcd (NT), as described in section MateriaÏs and
Methods. GplOO-specific CD4 and CD8 T ccii clones were co-cultured with these
target ccils.
for A, B, C and D, supematants were harvested afier 20-hour co-culturc, and IfN-y
secrction vas determined by ELISA. (rcpresentativc of 5 independent expcrimcnts)
Figure 2 Co-localization of gplOO and LAMP-1
Lepage and Lapointe
Iliase oIII iisI
..‘.--‘. .‘....
f
e’
-\
• .•.
fA
• .4.’. I
67
gpIOO LAMP-1 gpIOOLAMP-J gpIOOLAMP-Icontrast
‘-4
68
Figure 2 Co-localization of gplOO and LAMP-1.
293T ceils transfected with plasmids coding for gplOO or tyrosinase and a melanoma
ccli une expressing gplOO (MeÏfB-gp 100) were permeabilized and double-stained
with an anti-gplOO coupled with Alexa Fluor-48$ (in green) and an anti-LAMP-1
coupled with Alexa fluor-568 (in red). The celis were analyzed by laser scanning
confocal microscopy. Yellow vesicles, in merged images, revealed the co-localization
ofgpl0o and LAMP-Ï (white arrows). (representative of 3 independent experiments)
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Figure 3 Mapping of gplOO-derived targeting sequences essential for MHC class
II presentation.
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Figure 3 Mapping of gplOO-derived targeting sequences essential for MHC class
II presentation.
A. Plasmids encoding gplOO mutants and HLAA*0201 or A*010i (A2 or Ai) were
co-transfected in 293T ceils expressing HLADR31*0701 or DR1*040i (DR7 or
DR4). Gp100-specific CD4 and CD8 T celi clones were co-cultured with
transfected celis, and peptide presentation was evaluated on the basis of IFN-y
secretion, as deterrnined by ELISA. Data from gplOO mutants are presented as a
percentage of TNf-y secretion compared to wild type gplOO, normaiized to 100%.
(average of 10 independent experiments)
B. Data from panel A are presented as a class II/class I antigen presentation efficiency
ratio.
C. Amino acid sequences of the transmembrane domain from CD8, the
transmembrane domain and the carboxy-terminus of gp 100.
D. GplOO expression levels were reveaied by Western blot analysis with a gplOO
specific antibody. * The epitope recognized by this antibody is located in the arnino
terminus; consequently, the expression Ïevel ofgpl00-ASS couÏd not be evaÏuated.
E. GpÏOO cett surface expression vas evaluated by flow cytometry (Ceil surface
expression). Total gpIOO expression was also evaluated, by permeabilizing
transfected ceNs prior to staining (Total gpiOO). GplOO ceil surface expression from
all gplOO mutants is summarized in panel B. (representative of 6 independent
experiments)
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figure 4 GplOO celi surface expression in melanoma ce!! unes
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Figure 4 GplOO celi surface expression in melanoma ceil )ïnes.
GplOO ce!! surface expression from different melanorna celi unes vas evaluated by
flow cytometry (Celi surface). Total gplOO expression was also evaluated, by
permeabilizing celis prior to staining (Total). (representative of 3 independent
experiments)
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Figure 5 Endosomal localization of gplOO mutant
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Figure 5 Endosomal Iocalization of gplOO mutant.
A. 293T ceils transfected with plasmid coding for gplOO or gplOO mutants were
perrneabilized and double-stained with an anti-gplOO coupled with Alexa Fluor-488
(in green) and an anti-LAMP-1 coupled with Alexa Fluor-568 (in red). The ceils were
analyzed by laser scanning confocal microscopy. Yellow vesicles, in mutants
presented by MHC class II, revealed co-localization of gplOO and LAMP-1.
(representative of 2 independent experiments)
B. GplOO-transfected 293T ceils and a melanoma ceil une expressing gplOO (MelfB
gplOO) were permeabilized and stained with an anti-gp 100 coupÏed with Alexa Fluor-
48$ (in green), an anti-HLA-DR coupled with Alexa fluor-568 (in red) and an anti
LAMP-1 coupled with Alexa Fluor-647 (in blue). The celis were analyzed by laser
scanning confocal microscopy. White vesicles, in the central image, revealed co
localization ofgploo, LAMP-1 and MHC class II molecule HLA-DR. (representative
of 2 independent experiments)
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Figure 6 Endosomal mobilization of GFP, and presentation of minimal MHC
class II and class I epitopes, using gplOO-targeting sequences
Lepage and Lapointe
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Figure 6 Endosomal mobilization of GFP, and presentation of minimal MHC
class II and class I epitopes, using gplOO-targeting sequences.
A. Schematic representation of GFP modified with gpiOO-targeting sequences
(gplOO/GFP). 293T celis were transfected with plasmids coding for GFP, gplOO or
gplOO/GFP. The ceils were permeabilized, stained with an anti-LAMP-1 coupled
with Alexa Fluor-56$ (in red) and analyzed by laser scanning confocal microscopy.
Yellow vesicles, in merged image, revealed co-localization of gpIOO/GFP and
LAMP- 1 (white arrows). (representative of 5 independent experirnents)
B. Schematic representation of GFP modified with gplOO-targeting sequences and
minimal MHC class II and class I gpiOO epitopes (gp/GFP+epit). Plasmids encoding
gplOO or gp/GfP+epit were transfected in 293T celis expressing HLADRpl*07O1
or DRf31*0401 (DR7 or DR4), and a gplOO-specific CD4 T cdl clone was co
cultured with these transfected celis (left panel). Plasmids encoding gplOO or
gp/GFP+epit and HLAA*020l or A*01O1 (A2 or Ai) were co-transfected in 293T
ceils, and a gplOO-speciflc CD$ T cell clone was co-cultured with these transfected
cells (right panel). Supematants were harvested afier 20-hour co-culture, and IFN-y
secretion was measured by ELISA. Data are presented as a percentage of INF-y
secretion compared to gplOO, normalized to 100%. (average of 2 independent
experiments)
C. A melanoma ceil une (MelFB) and HLADRf31*O7Of . *O701stjijlated B
lymphocytes (CD4O-B) were electroporated with plasmids coding for gplOO,
gp/GfP+epit or tyrosinase, and a gplOO-speciflc CD4 T ccli clone was co-cultured
with these target ceils. (representative of 2 independent experiments)
CHAPITRE 3. Clonage du TCR d’un clone de lymphocyte T CD44
spécifique à l’épitope gp10017o.I9O présenté par HLA
DRf31 *0701
Cette partie est un chapitre de résultats complémentaires au chapitre précédent,
constitué de données non-publiées. Ce chapitre sera présenté sous la forme suivante:
3.1 Résumé
3.2 Matériel et Méthodes
3.3 Présentation et description des résultats
L ‘introduction et la recension de la littérature concernant ce chapitre sont intégrées
dans le Chapitre 1 - Introduction.
3.1 Résumé
Les lymphocytes T ont une capacité limitée de prolifération, il peut donc
s’avérer difficile de conserver leur stabilité et leur spécificité sur une longue période
de temps. Le transfert de la spécificité d’un clone de lymphocytes T à une lignée de
lymphocytes T immortalisés, comme les Jurkat, peut être une façon intéressante de
prolonger la vie d’un clone spécifique. La quantité de cellules du clone de
lymphocytes T CD4 spécifique à gplOO, utilisée tout au long de ce projet, ayant
diminué dramatiquement, nous avons donc décidé de cloner le TCR spécifique pour
le faire exprimer par un clone de cellules Jurkat qui n’exprime pas de TCR endogène.
De plus, le séquençage des gènes de notre TCR a permis d’identifier les
segments géniques Va262 et JŒ54*01 pour la chaîne Œ (Figure 1-A) et V 9, D 2,
J2.6 et C 2 pour la chaîne I (Figure 1-B).
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3.2 Matériel et Méthodes
Culture cellulaire
Le clone de lymphocytes T CD4, spécifique à un épitope de gplOO présenté
par HLADRf31*0701, a été cultivé comme décrit précédemment (Lapointe et al.,
2001) dans du milieu complet, c’est-à-dire du milieu AIM-V (Invitrogen; Carlsbad,
CA) additionné de 5% de sérum humain AB (inactivé par la chaleur; Gernini Bio
Products; Calabasas, CA), 2 mM de L-glutamine, 100 U/ml de
pénicilline/streptomycine et 10 jig/ml de gentamicine (tous de Invitrogen), en
présence de 300 UI/ml d’IL-2 recombinant (Chiron; Emeryville, CA). Les
lymphocytes T ont été stimulés plusieurs fois par un protocole d’expansion rapide
(REP) qui consiste à cultiver 1 à 5 X i05 lymphocytes T en présence de 2,5 X i07
cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC), irradiées, préparées à partir de
3 donneurs normaux (provenant de l’hôpital Royal Victoria, Montréal) et 30 ng/rnl
d’anti-CD3 (clone OKT3; Ortho-Biotech, Raritan, NJ) dans 25 ml de milieu complet.
Une méthode alternative a aussi été utilisée, où l’anti-CD3 a été remplacé par 5 .tg/m1
de lectin-Phytohemaglutinine (PHA; Sigma, St-Louis, MO) et 300 UI/ml d’IL-2.
Dans les 2 cas, 300 UI/ml d’IL-2 a été ajouté, au jour 2, et 20 ml de milieu a été
remplacé par 20 ml de milieu frais et 300 UI/ml d’IL-2, au jour 5. À partir du 8e jour,
les lymphocytes sont comptés et maintenus à 1 X 106 cellules/ml dans du milieu
complet et 300 UI/ml d’IL-2. Une expansion par REP permet d’amplifier une
population initiale jusqu’à près de 100 fois, soit de quelques centaines de milliers de
lymphocytes T à quelques dizaines de millions de lymphocytes T, qui pourront
éventuellement subir une seconde expansion par REP.
Clonage du TCR
Extraction d’ARN
Le clone de lymphocytes T CD4, spécifique à un épitope de gplOO présenté
par HLA-DRf3 1*0701, a été cultivé pendant deux j ours en présence de 300 UI/ml
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d’iL-2, et l’ARN total a été préparé à l’aide du RNeasy Micro Kit (QIAGEN; Hilden,
Allemagne).
Amplification FCR
L’amplification des gènes du TCR a été réalisée à l’aide dti BD $IvL4RT RACE
(rapid ampflfication of cDNA ends) cDNA Arnptfication Kit (BD Biosciences
Clontecli; Mississauga, ON) qui permet l’amplification d’un gène dont seule une des
extrémités est connue. La technologie du BD SMART nous a permis de générer de
l’ADNc par la transcription inverse (RT) en joignant un oligonucléotide BD SMART
ii à l’extrémité 5’ de chacun des brins d’ADNc synthétisés. L’amplification PCR a
donc pu être réalisé à l’aide d’une amorce universelle correspondant à la séquence du
BD SMART II, et d’une amorce synthétisée à partir de l’extrémité 3’ de la région
constante de chacune des chaînes du TCR:
TCR C: 5’-TCAGCTGGACCACAGCCGCAGCG-3’
TCR C 1: 5’-TCAGAAATCCTTICTCTTGACC-3’
TCR C 2 : 5’-CTAGCCTCTGGAATCCTTTCTC-3’
L’Amplification a été détectée par un marquage au bromure d’éthidium
suivant la migration sur un gel d’agarose 1%.
FÏasm ides
L’amplification PCR des gènes du TCR a d’abord été insérées dans le vecteur
PCR-Blunt-TOPO, selon les instructions du Zero Blunt FCR Cloning Kit
(Invitrogen), pour permettre le séquençage. Le gène de la chaîne u a ensuite été cloné
dans le vecteur d’expression pCDNA3.1 (Invitrogen), entre les sites de restriction:
Hind III et Xho I, et celui de la chaîne f3 a été cloné dans le vecteur d’expression
pBudCE4.I (Invitrogen), entre les sites de restriction : Hind III et Xba I.
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3.3 Présentation et description des résultats
3.3.1 Spécificité du récepteur des lymphocytes T
La caractérisation d’un clone ou d’une lignée de lymphocytes T spécifiques,
permettant l’identification de nouveaux AT, nécessite un nombre considérable de
cellules spécifiques. Toutefois, il peut parfois arriver que le nombre de lymphocytes
T spécifiques disponibles soit critique et constitue un obstacle majeur au clonage ou à
l’identification de nouveaux AT. Afin d’y remédier, certains groupes ont développé
une approche pour isoler la spécificité d’un clone de lymphocytes T, en transférant le
TCR spécifique à des lymphocytes T du sang périphérique (Clay et al., 1999) ou à
une lignée de lymphocytes T immortalisés, comme les Jurkat (Aarnoudse et al.,
2002). Ainsi, une source presque illimitée de lymphocytes T spécifiques peut être
obtenue, facilitant ainsi l’identification de nouveaux AT. Le transfert de la spécificité
antigénique du TCR de lymphocytes T spécifiques a également été exploité comme
nouvelle approche thérapeutique anti-tumorale (Kessels et al., 2001; Schumacher,
2002; Hughes et al., 2005).
Tous les résultats du chapitre précédent, sur la présentation de gplOO par les
molécules du CMH de classe II, ont été générés à l’aide d’un clone de lymphocytes T
CD4 spécifique pour l’épitope gp100170190 présenté par HLADR31*0701. Par
contre, la quantité de cellules disponibles a fini par devenir plus limitée. Nous
souhaitions donc isoler, amplifier et identifier les gènes spécifiques des chaînes c et f3
de ce TCR, dans le but de les transférer dans une lignée immortalisée.
3.3.2 Isolement des gènes du TCR
La diversité de la région variable des chaînes Œ et f3 du TCR complique le
clonage des gènes de chacune de ces chaînes. Ainsi, l’amplification des gènes du
TCR a été réalisée par un RACE en 5’, tel que mentionné dans la section Matériels et
$1
Q Méthodes. Cette approche ne requiert qu’une seule amorce spécifique cor
respondant à
l’extrémité 3’ de la région constante de chacune des chaînes du TCR.
La famille des gènes codant pour la chaîne Œ est constituée d’un seul segment
génique C, codant pour le domaine constant, mais celles des gènes de la chaîne f3 est
constituée de 2 segments géniques C légèrement différents. Nous avons donc utilisé
2 amorces spécifiques pour chacun des segments géniques C. Une seule de ces
amorces nous a permis d’amplifier un gène spécifique au TCR (Figure Ï), dont le
domaine constant correspondait au segment génique C 2.
3.3.3 Séquences des régions variables
Les amplifications PCR des 2 chaînes du TCR ont ensuite été insérées
directement dans un vecteur TOPO, pour permettre le séquençage de ces gènes.
Pour la chaîne Œ, nous avons fait séquencer 4 clones, dont 2 étaient identiques
et dont la séquence correspondait à un gène du 1CR. La famille des gènes codant
pour la chaîne Œ est constituée de plusieurs segments géniques V et Ja, codant pour
les différentes régions du domaine variable. Les différents segments géniques de la
chaîne a de notre 1CR sont illustrés et décrits à la f igure 2-A. Le domaine variable
de la chaîne Œ est constitué des segments géniques V26-2 et J54*Ol.
Pour la chaîne f3, nous avons fait séquencer 2 clones, qui étaient identiques et
dont la séquence correspondait à un gène du TCR. La famille de gènes des chaînes f3
est également constituée de plusieurs segments géniques Vp et de 2 séries répétitives
de segments géniques D, J et C, contenant chacune 1 D, quelques J et Ï C. Les
différents segments géniques de la chaîne f3 de notre TCR sont illustrés et décrits à la
figure 2-B. Le domaine variable de la chaîne f3 est constitué du segment génique
V 9 (selon la nouvelle nomenclature proposé par Marie-Paule Lefranc (folch et al.,
2000)), et des segments géniques D 2 et J 2.6.
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G En identifiant les différentes
régions du domaine variable des chaîne u et f3 de
notre 1CR, nous avons remarqué quelques séquences ad
ditionnelles. En effet, il se
produit une addition de nucléotides entre les différents
segments géniques lors du
réarrangement des gènes du TCR, tel qu’observé dans l
es séquences des chaînes u et
f3 (acides aminés représentés en noir dans la Figure 2),
ce qui accentue davantage la
diversité des 1CR (Oltz, 2001; Nikolich-Zugich et al., 2004).
finalement, les 2 gènes du TCR ont été clonés dans 2 ve
cteurs d’expression
différents. Ces vecteurs pourront ensuite être introduits
dans des cellules Jurkat
déficientes en TCR, pour ainsi permettre l’expression de n
otre 1CR d’intérêt.
$3
—
•i— 950 pb
___
__
-e——— 800 pb
—
—
—
figure 1 Isolement des gènes du TCR par PCR
L’amplification des gènes du TCR a été réalisée à l’aide du 3D SMART RACE cDNA
Arnptfication Kit, tel que mentionné dans la section Matériels et Méthodes, avec une
amorce universelle correspondant à la séquence du BD SMART II et une amorce
synthétisée à partir de l’extrémité 3’ de la région constante de chacune des chaînes du
TCR TCR Ca, TCR C 1 et C 2. Les amorces pour la chaîne Œ du TCR a permis
d’amplifier un fragment d’environs 800 ph, alors qu’une seule des amorces pour la
chaîne f3, a permis d’amplifier un fragment d’environs 950 ph, correspondant au gène
C 2.
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Figure 2 Structure et séquence des gènes du TCR
A. Représentation schématique des gènes de la chaîne Œ du TCR, identification des
segments géniques V 26-2 et J 54*0 1 du domaine variable et séquence complète
correspondant à la protéine.
B. Représentation schématique des gènes de la chaîne 3 du TCR, identification des
segments géniques V 9, D 2 et Jp 2.6 du domaine variable et C 2 du domaine
constant et séquence complète correspondant à la protéine.
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CHAPITRE 4. DISCUSSION
4.1 Sommaire des résultats et pertinence du projet par rapport au domaine
de l’immunothérapie
L’immunothérapie consiste en la stimulation du système immunitaire pour
cibler et éliminer les cellules tumorales. Le principe est basé sur le fait q
ue les
cellules tumorales expriment des AT qui sont absents ou faiblement exprim
és dans
les tissus normaux. Ces AT peuvent être présentés aux lymphocytes T CD8
par les
molécules du CMH de classe I, ainsi qu’aux lymphocytes T CD4 par les
molécules
du CMH de classe II.
Plusieurs études ont démontré que la présentation par les molécules du C
MH
de classe II jouait un rôle critique dans l’immunité anti-tumorale (Velders et al.,
2003; Gerloni and Zanetti M., 2005). Il a aussi été démontré que certaines protéines
endogènes pouvaient atteindre les compartiments de la voie endocytaire e
t les MIIC,
et ainsi être présentées par les molécules du CMH de classe II, de façon
similaire aux
protéines exogènes (Nuchtem et al., 1990; Jaraquernada et al., 1990). D’ailleurs, des
études précédentes ont suggéré que gp 100 endogène pouvait être pré
senté par les
molécules du CMH de classe II et ainsi stimuler des lymphocytes T CD4
spécifiques
(Lapointe et al., 2001; Lapointe et al., 2004).
Lors de mon projet de maîtrise, je me suis donc intéressée à la présentation de
gplOO endogène par les molécules du CMH de classe II, ainsi qu’à
sa mobilisation
vers les compartiments de la voie endocytaire et les MIIC. Plus spé
cifiquement, le
principal objectif de mon projet consistait à identifier des séquences dans gplOO qui
permettent cette mobilisation et cette présentation. Nous avons do
nc confirmé la
présentation de gplOO par les molécules du CMH de classe II et sa mo
bilisation vers
les MIIC, lorsqu’il est exprimé de façon endogène. Puis, nous
avons identifié
certaines séquences de gplOO qui étaient importantes pour la mo
bilisation vers les
MIIC et la présentation par les molécules du CMH de classe II.
Finalement, nous
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avons confirmé leur fonction en fusionnant ces séquences à la GFP et à des épito
pes
de classe I et de classe II.
Ces travaux nous ont donc permis d’identifier des séquences de mobilisatio
n
vers les endosomes/MIIC, favorisant ainsi la présentation par les molécules du CM
H
de classe II, qui pourront éventuellement être exploitées dans de futures stratég
ies
d’immunothérapie.
4.2 Présentation par les molécules du CPvIH de classe II
4.2.1 Présentation des antigènes du mélanome
La présentation de protéines endogènes par des molécules du CMH de class
e
II a déjà été évoquée, spécialement dans le mélanome. D’ailleurs, il a été démontré
qu’entre 20 et 5O% des mélanomes expriment des molécules du CMH de
classe II
(Lopez-Nevot et al., 1988; Brocker et al., 1984; Bemsen et al., 2003). De plus,
plusieurs groupes ont identifié des lymphocytes T CD4 spécifiques aux antig
ènes du
mélanome, tel que la protéine tyrosinase (TopaÏian et al., 1994a; Yee et aÏ., 1996;
Kobayashi et aÏ., 1998). Des épitopes présentés par les molécules du CMH de classe
II et reconnus par des lymphocytes T CD4 ont aussi été identifiés ch
ez d’autres
protéines des mélanosomes, dont gplOO (Touloukian et al., 2000; Lapointe et al.,
2001), TRP-1 et TRP-2 (Robbins et al., 2002). Ces études indiquent que la
présentation de ces protéines par les molécules du CMH de classe II est
possible, et
suggèrent donc une mobilisation de ces protéines vers la voie d
’apprêtement
endocytaire et les MIIC.
Les antigènes du mélanome sont essentiellement retrouvés dan
s les
mélanosomes. Puisque les endosomes/lysosomes, les MIIC et les mélan
osornes sont
des compartiments qui ont des caractéristiques très similaires (Raposo and Marks,
2002; Zhou et al., 1993), il pourrait donc être possible que ces antigènes puissent
atteindre les MIIC par la voie des endosomes et ainsi être présentés par
les molécules
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du CMH de classe II. Par contre, il est aussi possible que ces anti
gènes soient
présentés par des CPA qui auraient phagocyté des cellules de mélanom
es. Toutefois,
nous avons clairement démontré que des cellules qui exprimaient gpl
OO de façon
endogène pouvaient présenter des peptides par les molécules du CMH
de classe II
(Chapitre 2 Figure 1). De plus, nos résultats démontrent la mobilisation de gplOO
endogène vers les endosomes et les MIIC (Chapitre 2 : f igures 2 et 5).
La protéine tyrosinase est aussi connue pour atteindre les compartimen
ts de la
voie des endosomes/lysosomes (Calvo et al., 1999; Simmen et al., 1999). Puisque
qu’il est possible de générer des lymphocytes T CD4 spécifiques à
tyrosinase, il est
donc envisageable que la protéine tyrosinase endogène soit auss
i apprêtée pour la
présentation par les molécules du CMH de classe II. Lors d’une é
tude précédente, le
Dr Réjean Lapointe a généré 2 clones de lymphocytes T CD4 spécifiques, pour 2
différents épitopes de tyrosinase, en utilisant un lysat d’une ligné
e de mélanome
chargé sur des CD4O-B (Lapointe et al., 2003). Donc, au cours de mon projet, nous
avons utilisé ces clones pour évaluer la présentation de la protéine
tyrosinase par les
molécules du CMH de classe II. Nos résultats ont suggéré que la p
rotéine tyrosinase
endogène ne serait pas apprêtée de façon naturelle pour la pr
ésentation par les
molécules du CMH de classe II. En effet, contrairement au clone
de lymphocytes T
CD4 spécifique pour gplOO, les clones spécifiques à tyrosinase
étaient incapable de
reconnaître des cellules cibles qui exprimaient la protéine
tyrosinase de façon
endogène (résultats non présentés).
Cette distinction pourrait avoir plusieurs explications possible
s, dont une
différence au niveau de la glycosylation de ces protéines, mo
difiant ainsi leur
mobilisation intracellulaire. D’ailleurs, une étude du groupe du
Dr Suzanne Topalian
a démontré que certaines glycosylations de la protéine tyrosinase
étaient nécessaires à
l’apprêtement de peptides exogènes pour la présentation par les
molécules du CMH
de classe II (Housseau et aI., 2001). Puisque les protéines exogènes et endo
gènes ne
semblent pas emprunter les mêmes voies pour leur apprêtem
ent par les molécules du
CMH de classe II, il est donc probable que les glycos
ylations de la protéine
8$
tyrosinase puissent nuire à son apprêtement pour la présentation par les molécules du
CMH de classe II, lorsqu’elle est exprimée de façon endogène.
Il a également été démontré par certaines études sur la mobilisation des
protéines des mélanosomes, que gp 100 semblait atteindre les prémélanosomes selon
une voie et un mécanisme distinct de la protéine tyrosinase et des autres protéines des
mélanosomes (Vijayasaradhi, 2000). Cette mobilisation différente de gplOO peut
possiblernent expliquer son apprêtement par les molécules du CMH de classe II, et
peut-être aussi son expression en surface, qui ne semble pas possible pour les autres
protéines des mélanosomes, telle que la protéine tyrosinase.
Nous avons aussi tenté de favoriser la mobilisation de la protéine tyrosinase
vers les MIIC par une fusion avec les séquences de mobilisation de gplOO, en
espérant ainsi favoriser sa présentation par les molécules du CMH de classe II.
Malheureusement, le résultat s’est avéré négatif (résultat non présenté).
4.2.2 Voies de mobilisation vers les MIIC
De façon générale, on peut décrire 2 voies majeures par lesquelles les
protéines peuvent atteindre les compartiments de la voie d’apprêtement endocytaire et
les MIIC, pour être apprêtées par les molécules du CMH de classe II: une voie
exogène et une voie endogène.
La voie exogène est la voie classique qui implique l’endocytose ou la
phagocytose de protéines exogènes, par les CPA. Une fois internalisées, les protéines
sont dirigées vers les compartiments de la voie d’apprêtement endocytaire et les
MIIC, où elles sont apprêtées par les molécules du CMH de classe II.
Toutefois, des études portant sur différentes protéines virales ont aussi permis
de définir une seconde voie impliquant l’apprêtement de protéines membranaires
synthétisées de façon endogène (Eisenlohr and Hackett, 1989; Polyde&is et al.,
$9
1990). Ces études ont d’ailleurs démontré que ces protéines membranaires
atteignaient les compartiments de la voie endocytaire par une intemalisation de la
surface cellulaire. Il semble que les peptides dérivant de ces protéines seraient
principalement chargés sur des molécules du CMH de classe II récupérées de la
surface cellulaire. Puisque nous avons démontré que gplOO était exprimé à la surface
(Chapitre 2 : Figure 3-E), il est donc possible que gplOO puisse atteindre les MIIC par
cette même voie. D’autres expériences pourraient donc être envisagées, en bloquant
d’abord la récupération des protéines de la surface cellulaire.
4.3 Mobilisation de gplOO
Jusqu’à maintenant, l’expression de gplOO a principalement été retrouvée
dans les prémélanosomes stade I et stade II (Raposo et al., 2001; Kushimoto et al.,
2001; Watabe et al., 2004), et certaines études ont aussi démontré sa présence dans
les compartiments de la voie endocytaire (Raposo et al., 2001). La présence de gplOO
dans les endosomes a d’ailleurs déjà été rapportée précédemment comme une
évidence que gplOO emprunte la voie des endosomes pour atteindre les
prémélanosomes stade I (Berson et al., 2001; Raposo and Marks, 2002). Une étude
plus récente démontre que gp 100 subit une glycosylation dans le RE et est ensuite
transporté à travers le golgi vers la voie des endosomes, pour atteindre les
prérnélanosomes stade I (Yasumoto et al., 2004). Donc, gplOO pourrait aussi
possiblement accéder aux compartiments de la voie d’apprêtement endocytaire et les
MIIC, par une voie similaire. Cependant, d’autres études ont émis des hypothèses
différentes, en évoquant la possibilité que gplOO passe directement du RE aux
prémélanosomes stade I (Kushimoto et al., 2001). L’utilisation de différents anticorps
spécifiques à gplOO ciblant différentes régions de la protéine (Aderna et al., 1994;
Adema et al., 1996), peut possiblement expliquer les données contradictoires
concernant la mobilisation intracellulaire de gplOO.
Par ailleurs, nous avons démontré, par nos résultats, que gp 100 pouvait aussi
être exprimé à la surface, suggérant ainsi que gplOO pourrait atteindre les
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compartiments de la voie d’apprêternent endocytaire et les MIIC, par une
intemalisation de la surface cellulaire. En effet, nous avons observé une expression de
gplOO à la surface cellulaire, en cytométrie de flux, dans des cellules 293T
transfectées par gpl00 (Chapitre 2 : f igure 3-E), en utilisant un anticorps ciblant
apparemment un épitope de gplOO exposé à la surface (NKY; partiellement confirmé
par (Yasumoto et al., 2004)). Le Dr Graça Raposo a d’ailleurs déjà évoqué la
possibilité d’une transition de gplOO par la surface cellulaire pour permettre son
internalisation dans la voie des endosomes (Raposo et al., 2001; Raposo and Marks,
2002). De plus, nous avons observé une corrélation entre l’expression en surface de
certains mutants de gplOO et leur présentation par les molécules du CMH de classe II
(Chapitre 2 : Figure 3-B), suggérant que la mobilisation de gplOO à la surface
cellulaire pourrait avoir un rôle dans sa présentation par les molécules du CMH de
classe II. Nous avons aussi démontré que cette expression de gplOO en surface n’était
pas due à une surexpression de gplOO, causée par la transfection, puisque plusieurs
lignées de mélanomes que nous avons aussi analysées exprimaient gp 100 à la surface
(Chapitre 2 : Figure 4).
Nos résultats suggèrent donc que gplOO peut atteindre les MIIC, en
empruntant la voie des endosomes, soit en transitant par le golgi, soit en transitant par
la surface cellulaire.
4.4 Motifs de gplOO
L’étude de la séquence de gplOO nous a permis d’identifier certains motifs ou
séquences qui pouvaient sembler importants pour la mobilisation de gplOO et sa
présentation par les molécules du CMH de classe II.
4.4.1 Domaine transmembranaire
GplOO est une protéine transmembranaire des mélanosornes constituée d’un
domaine transmembranaire, se situant en carboxy-terminal de la protéine. Il semble
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donc évident que le domaine transmembranaire joue un rôle essentiel dans la
localisation de la protéine. En effet, nous avons démontré qu’il était essentiel à la
localisation dans les endosomes, puisque sans domaine transmembranaire, gplOO ne
semble pas avoir de localisation précise dans la cellule (Chapitre 2 : Figure 5-A),
mais qu’il était également essentiel à la présentation par les molécules du CMH de
classe II (Chapitre 2 : Figure 3-A).
Ces résultats semblaient d’abord suggérer que le domaine transmembranaire
de gplOO pouvait contenir des motifs particuliers qui permettaient la mobilisation de
la protéines, non seulement vers les mélanosomes, mais aussi vers les endosomes et
les MIIC pour permettre la présentation par les molécules du CMH de classe II.
Cependant, la substitution du domaine transmembranaire de gplOO par celui d’une
autre protéine membranaire, soit la protéine CD8 (gplOO-CD8), n’affectait ni la
présentation par les molécules du CMH de classe II (Chapitre 2 Figure 3-A), ni la
mobilisation vers les endosomes (Chapitre 2 : F igure 5-A). Donc, ces résultats
pourraient plutôt suggérer que la présence d’un simple domaine transmembranaire
serait suffisante pour médier la mobilisation de gplOO vers la voie d’apprêternent
endocytaire. Par contre, si le domaine transmembranaire était le seul responsable de
ce processus, toutes les protéines membranaires pourraient être présentées par les
molécules du CMII de classe II, lorsqu’elles sont exprimées de façon endogène; ce
qui ne semble pas être le cas.
Nous avons donc analysé d’autres séquences dans la région proximale du
domaine transmembranaire, en carboxy-terminal de la protéine, dont un motif di
leucine potentiel.
4.4.2 Motif di-leucine potentiel
En plus du domaine transmembranaire, la région en carboxy-terminal de
gp 100 contient une courte séquence (ENSPLL) pouvant s’apparenter à un motif di
leucine de signalement lysosomial, retrouvé chez certaines glycoprotéines des
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mélanosomes, dont la protéine tyrosinase (EKQPLL) (Simmen et al., 1999; Calvo et
al., 1999) et TRP-1 (EANQPLL) (Vijayasaradhi et al., 1995). Ce motif di-leucine a
été décrit comme étant impliqué dans la mobilisation de certaines protéines vers les
mélanosomes, mais aussi vers la voie d’apprêtement endocytaire et les MIIC (Wang
et al., 1999). Par contre, le motif di-leucine potentiel de gplOO n’a jamais vraiment
été étudié.
Les études précédentes sur le motif di-leucine pourraient suggérer qu’une
délétion du motif similaire dans gplOO pouvait empêcher la mobilisation de la
protéine vers les endosomes/MIIC et ainsi diminuer sa présentation par les molécules
du CMH de classe II. Cependant, les résultats présentés aux Figures 3 et 5 du chapitre
2 démontrent le contraire. En effet, la protéine gplOO-ALL semble être aussi bien
mobilisée vers les endosomes que le gplOO sauvage, et être présentée par les
molécules du CMH de classe II, de façon similaire. Nos résultats pourraient donc
suggérer que ce motif ne serait pas fonctionnel chez gplOO, malgré le fait qu’il
corresponde à la séquence consensus du motif di-leucine (Vijayasaradhi et al., 1995).
Toutefois, la région entourant le motif di-leucine de gplOO ne cadre pas tout à
fait avec la région entourant le motif di-leucine caractérisé chez les protéines
tyrosinase et TRP-1, qui est précédé d’une région basique, riche en arginine, et suivi
d’une région contenant des résidus acides et des résidus tyrosine, qui semblent avoir
leur importance (Calvo et al., 1999). En effet, ces régions ne se retrouvent pas chez
gplOO. De plus, contrairement aux autres motifs di-leucine, celui de gplOO est situé
complètement à l’extrémité de la région en carboxy-terminal de la protéine. En
considérant ces informations et nos résultats, nous pouvons donc considérer que le
présumé motif di-leucine de gplOO n’est pas critique ni pour la mobilisation vers les
endosomes/MITC, ni pour la présentation par les molécules du CMH de classe II, de
gplOO endogène.
Par contre la délétion du motif di-leucine de gplOO semble augmenter
l’expression de la protéine à la surface cellulaire. En effet, les images en microscopie
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confocal révèlent une plus grande quantité de gplOO-z\LL à la surface. De plus, les
analyses en cytométrie de flux semblent démontrer une augmentation de l’expression
de gp 1 00-ALL en surface, par rapport au gp 100 sauvage, puisque le pourcentage de
cellules positives pour l’expression de gpl0o en surface est supérieur. Ces résultats
pourraient, entre autres, suggérer que gplOO-ALL pourrait transiter davantage par la
surface cellulaire pour atteindre les MIIC, plutôt qu’en empruntant directement la
voie des endosomes/lysosomes. Nous n’avons malheureusement pas investigué
davantage cette hypothèse. Cependant, nos résultats pourraient potentiellement
suggérer que le motif di-leucine de gplOO agirait davantage en signal de rétention
endosomiale plutôt qu’en signal de mobilisation endosomiale.
4.4.3 Signaux de mobilisation vers les MIIC
En analysant plus en détail la séquence en carboxy-terrninal de gp 100, plus
particulièrement les résidus à proximité du domaine transmembranaire, nous y avons
retrouvé d’autres motifs ou séquences qui ont des similarités avec certains signaux de
mobilisation connus chez d’autres protéines. D’ailleurs, les résidus situés
immédiatement après le domaine transmembranaire (inclus dans la séquence YV
délétée dans le mutant gplOO-AYV) semblaient plus susceptibles d’avoir un rôle
critique. En effet, cette séquence contient un résidu tyrosine, qui semble avoir une
importance dans les signaux de mobilisation vers les lysosomes chez certaines
protéines lysosomiales, dont LAMP-1 (Williams and Fukuda, 1990; Peters et al.,
1990). Plus spécifiquement, ce signal de mobilisation lysosorniale forme le motif Y-
X-X-résidu hydrophobique, retrouvé dans la queue cytoplasmique de la protéine
(Guarnieri et al., 1993). Ce signal de mobilisation a d’ailleurs déjà été utilisé pour
diriger une protéine cytoplasmique vers les compartiments de la voie endocytaire, et
conséquemment favoriser la présentation de peptides par les molécules du CMH de
classe II et la stimulation de lymphocytes T CD4 spécifiques (Wu et al., 1995).
GplOO contient aussi une séquence similaire à ce motif. En effet, le résidu
tyrosine, suivant le domaine transmembranaire, est suivi de 3 résidus arginines
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consécutifs, suivi d’un résidu hydrophobique, une leucine (Y-R-R-R-L). Cependant,
la délétion de cette séquence (gp100AYV) n’affecte pas la présentation de gplOO par
les molécules du CMH de classe II (Chapitre 2 : Figure 3-A).
Donc, la séquence YV contient une série de 3 arginines consécutives. Un
motif similaire (RXR) a été identifié dans certaines études comme étant un signal de
rétention dans le RE (Schutze et al., 1994; $tandley et al., 2000), mais aussi connu
pour jouer un rôle important dans la mobilisation de plusieurs protéines
membranaires vers la surface cellulaire (Xia et al., 2001). En fait, l’inactivation de ce
signal permet le passage de ces protéines vers le golgi, et donc l’accès à la membrane.
Puisque gplOO peut être exprimé à la surface cellulaire, il est possible que ce motif
particulier joue un rôle dans la mobilisation de gplOO en surface. Cependant, nos
résultats démontrent que la délétion de ce motif n’affecte pas la mobilisation de
gplOO (Chapitre 2 : Figure 3-B).
En fait, la délétion de la séquence YV, ne semble pas avoir d’effet, ni sur la
mobilisation de gplOO vers les endosomes (Chapitre 2 : Figure 5-A), ni sur sa
présentation par les molécules du CMH de classe II (Chapitre 2 : Figure 3-A). Par
contre, la délétion de cette séquence, associée avec la substitution du domaine
transmembranaire par celui de CD8 (gplOO-AYVCD$), bloque la mobilisation de
gplOO vers les endosomes (Chapitre 2: Figure 5-A) et diminue considérablement sa
présentation par les molécules du CMH de classe II (Chapitre 2 : Figure 3-A). Le
défaut dans la mobilisation de la protéine gplOO-AYVCD8 et dans sa présentation par
les molécules du CMH de classe II pourrait possiblement être causé par un repliement
inapproprié de la protéine. Par contre, ceci pourrait aussi suggérer l’implication de
certains résidus importants dans la séquence YV (les résidus 616 à 627) de gplOO qui
pourraient avoir un rôle avec le domaine transmembranaire spécifique de gp 100 dans
la présentation de la protéine endogène par les molécules du CMH de classe II.
Cependant, ces deux séquences ne sembleraient pas absolument requises
simultanément, pour permettre la présentation par les molécules du CMH de classe U.
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D’autres protéines des compartiments de la voie endocytaire ont aussi été
étudiées, dont la chaîne invariante (Ii). La Ii est une protéine qui s’associe avec les
molécules du CMH de classe II pour prévenir la fixation prématurée de peptides et
diriger le complexe vers les MIIC (Cresswell, 1994; Cresswell, 1996). Plusieurs
études ont donc été effectuées sur la mobilisation de la Ii vers les MIIC et sur les
signaux responsables de cette mobilisation (Freisewinkel et al., 1993; Bijlmakers et
al., 1994; Romagnoli and Germain, 1994; Sanderson et al., 1995), et plusieurs
signaux ont d’ailleurs été identifiés. L’ensemble de ces études semble ainsi proposer
que la mobilisation vers les MIIC pourrait dépendre de plusieurs séquences
spécifiques en amino-terminal de la Ii.
C’est aussi ce que nous semblons observer pour gplOO. En effet, nos résultats
suggèrent fortement la possibilité que plus d’une séquence pourraient avoir un rôle à
jouer dans la mobilisation de gplOO vers les MIIC.
4.5 Conclusions
Notre principal objectif était d’identifier des séquences de gpYOO permettant la
mobilisation vers les endosomes/MIIC de gplOO endogène et sa présentation par les
molécules du CMH de classe II.
Nous avons d’abord confirmé que gplOO exogène et endogène pouvait être
présentés par les molécules du CMH de classe II. Nous avons aussi démontré que
gp 100 endogène pouvait atteindre les endosomes/MIIC LAMP- 1 /HLA-DR1 afin
d’être apprêté pour la présentation par les molécules du CMH de classe II. Nos
résultats démontrent que la séquence signal en amino-terminal ainsi que les 70
derniers résidus en carboxy-terminal, incluant le domaine transmembranaire, étaient
essentiels pour la mobilisation vers les endosomes et les MIIC et pour la présentation
par les molécules du CMH de classe II, de gplOO endogène. Nous avons aussi
démontré que l’expression en surface de gplOO corrélait avec sa présentation par les
molécules du CMH de classe II, suggérant une transition par la surface cellulaire
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précédant une internalisation vers les compartiments de la voie d’apprêtement
endocytaire.
finalement nous avons utilisé les séquences de mobilisation de gplOO pour
mobiliser GFP, comme modèle de protéine endogène, vers les endosomes. Nous
avons aussi utilisé ces séquences afin de favoriser la présentation d’épitopes de gplOO
par les molécules du CMH de classe II et de classe I, par des cellules de mélanomes,
des CPA et des cellules non présentatrices.
Conséquemment, nous espérons avoir contribué à la caractérisation de la
présentation de protéines endogènes par les molécules du CMH de classe II, ainsi que
la mobilisation vers les endosomes/MIIC menant à cette présentation.
4.6 Perspectives et potentiel d’exploitation
4.6.1 Caractérisation d’antigènes
Nous avons démontré que les séquences de mobilisation de gpÏOO pouvaient
cibler un antigène endogène, soit GFP, dans les endosomes et permettre la
présentation d’épitopes, à la fois par les molécules du CMH de classe I et II.
À court terme, il serait intéressant d’utiliser ces séquences avec d’autres AT
qui ne sont pas présentés par les molécules du CMH de classe II, soit pour identifier
des épitopes reconnus par des lymphocytes T CD4, soit pour promouvoir la
stimulation de lymphocytes T CD4 et CD8, in vitro. D’aitteurs, un des principaux
objectifs de notre laboratoire est d’identifier de nouveaux AT potentiels pour
l’immunothérapie tumorale pour le cancer du sein, du rein et du poumon. Une des
méthodes utilisées est de stimuler la prolifération de lymphocytes T CD4
spécifiques, en présence de CD4O-B chargées avec du lysat tumoral. Une fois qu’un
antigène spécifique sera identifié, les séquences de gplOO pourront donc être greffées
à différentes régions de cet antigène pour favoriser la présentation de peptides de ces
régions, par les molécules du CMH de classe II. De plus, cette méthode permettra
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d’effectuer l’identification d’épitopes de façon beaucoup moins coûteuse que la
synthèse de peptide.
4.6.2 Vaccination
À long terme, les séquences de mobilisation de gplOO pourront aussi être
exploitées en clinique, pour optimiser les réponses des lymphocytes T CD4 et CD$
dirigées contre des antigènes tumoraux et viraux, et pour l’amélioration des vecteurs
d’expression utilisés en immunothérapie. Par exemple, ces séquences pourraient être
incluses dans des cassettes d’expression pour des vaccins d’ADN ou fusionnées
directement à des protéines, et ainsi optimiser la présentation d’antigènes par les
molécules du CMH de classe I et de classe II.
4.6.3 Présence de gplOO à la surface
Nous avons aussi démontré que gplOO était exprimé à la surface cellulaire de
certaines lignées de mélanomes. Il serait donc intéressant d’analyser cette expression
de gplOO en surface dans des échantillons cliniques, et d’en comparer l’expression
avec des mélanocytes normaux. Si, effectivement, gplOO est exprimé à la surface des
cellules tumorales, mais pas des ceLlules normales, de nouvelles possibilités de
traitements pourraient être envisageables, entre autres, des stratégies thérapeutiques
impliquant des anticorps spécifiques ciblant des épitopes de gplOO exprimés en
surface. De plus, il serait intéressant de pouvoir comparer l’expression de gplOO en
surface et sa présentation par les molécules du CMH de classe II, dans des lignées de
mélanomes et dans des échantillons cliniques.
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